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1.1 Mykotoxine in Nahrungsmitteln 
 
In der Nahrung können sich verschiedene Schadstoffe befinden. Beispielsweise füh-
ren Rückstände aus der Anwendung von Tierarzneimitteln oder Umweltchemikalien 
zu einer Belastung von Nahrungs- bzw. Futtermitteln (Ernährungsbericht, 1996). Die-
se Kontaminationen anthropogenen Ursprungs sind durch geeignete Maßnahmen 
(Einhalten von Wartezeiten bei Tierarzneimitteln, Verzicht bzw. limitierter Einsatz z. 
B. von Pflanzenschutzmitteln) prinzipiell vermeidbar. Eine weitaus komplexere Prob-
lematik stellen Belastungen von Lebens- und Futtermitteln mit natürlichen Toxinen 
dar (Bauer und Gareis, 1987; Lindner, 1990)  
Solche natürlichen Toxine stellen beispielsweise Mykotoxine dar. Sie werden als Se-
kundärmetabolite, also Produkte des Sekundärstoffwechsels, der ubiquitär vorkom-
menden Schimmelpilze gebildet (Betina, 1984). Der Begriff „Mykotoxine“ faßt dabei 
abgrenzend diejenigen Sekundärmetaboliten mit toxischer Wirkung für Mensch und 
Tier zusammen (Fink-Gremmels, 1994).  
Mykotoxine zeichnen sich durch relativ geringes Molekulargewicht sowie ihre häufig 
spezifische Synthese durch bestimmte Schimmelpilzgattungen aus (Moss, 1987); 
Intoxikationen durch Mykotoxine werden als „Mykotoxikosen“ bezeichnet. Es sind 
heute etwa 300 Mykotoxine bekannt, von denen ca. 20 in signifikanten Mengen und 
Häufigkeiten in Lebensmitteln gefunden werden (Steyn, 1995). Zu diesen zählen 
Aflatoxine, Ochratoxine, Trichothecene, Fusarium-Mykotoxine, Fumonisine und Patu-
lin (Ueno, 1985; Pohland und Wood, 1987). Zu den allgemein besonders belasteten 
Lebensmitteln gehören neben verschiedenen Nußarten auch Getreide bzw. Getrei-
deprodukte, Fruchtprodukte und tierische Nahrungsmittel wie Milch, Eiprodukte oder 
Käse (Kiermeier, 1985). 
Mykotoxine können bei Mensch und Tier verschiedene adverse Effekte hervorrufen. 
Einige dieser Mykotoxine zeichnen sich vorwiegend durch akute Toxizität aus (z. B. 
die Trichothecene). Andere wiederum können Krebs und andere chronische Krank-
heiten hervorrufen (Weber, 1983; Schlatter, 1988; Chu, 1991). Ames et al. (1987) 
charakterisieren Mykotoxine als die „signifikanteste kanzerogene Verunreinigung von 





Insbesondere die Aflatoxine sind von großer Bedeutung: Sie werden u. a. für die ho-
he Inzidenz des primären Leberkrebses in Afrika und Asien verantwortlich gemacht 
(Bilgrami und Sinha, 1992; Eaton und Gallagher, 1994). Die Entdeckung dieser po-
tenten Hepatokanzerogene intensivierte die Suche nach weiteren möglicherweise 
kanzerogenen Mykotoxinen in der Nahrung sowie deren Bedeutung in der Ätiologie 
menschlicher und tierischer Erkrankungen (Steyn, 1984). 
Das Mykotoxin Sterigmatocystin wird ebenso wie das chemisch verwandte Aflatoxin 
B1 von verschiedenen Aspergillus-Arten gebildet. Es fanden sich bald deutliche Hin-
weise auf eine kanzerogene Wirkung des Sterigmatocystins; das kanzerogene Po-
tential für die Hepatotoxine Patulin und Penicillinsäure ist dagegen noch ungeklärt 
(Chu, 1991; Dirheimer, 1998).  
Von Fusarium-Spezies produzierte Trichothecene, vor allem das sogenannte T-2 
Toxin, werden u.a. für das Auftreten der Alimentären Toxischen Aleukie (ATA) ver-
antwortlich gemacht, einer Erkrankung mit schweren gastroinstestinalen Symptomen 
sowie Leukopenie (Steyn, 1993; Pohland und Wood, 1987; Steyn, 1995). Schwache 
genotoxische Effekte konnten in in vitro-Untersuchungen für T-2 Toxin gezeigt wer-
den (Chu, 1991). Ergebnisse für andere Trichothecene wie Vomitoxin, Nivalenol oder 
Fusarenon X sind bislang widersprüchlich und bedürfen weiterer Abklärung (Dirhei-
mer, 1998).  
Die Fumonisine B1 und B2, von Fusarium moniliforme produzierte Mykotoxine, gelten 
als Krebs-promovierende Agentien, zeigten in einigen Studien jedoch auch tumor-
initiierende Wirkung. Fusarin C zeigt in vitro nach metabolischer Aktivierung Mutage-
nität im Ames-Test (Chu, 1991). 
Das Nephrotoxin Ochratoxin A wird als Kanzerogen angesehen (WHO, 2001). Über 
Auftreten, Toxizität, Metabolismus, Kinetik und Genotoxizität liegen inzwischen viele 
Daten vor. Der Mechanismus der kanzerogenen Wirkung von OTA ist allerdings noch 
nicht aufgeklärt, insbesondere ist die Frage, ob OTA direkt oder indirekt genotoxisch 
wirkt, offen.  
 
 
1.2 Ochratoxin A (OTA) und seine Derivate 
 
Ochratoxine sind eine Gruppe strukturverwandter Mykotoxine, die von Spezies der 





Verbindung wurde aus einer Kultur von Aspergillus ochraceus isoliert, daher wurde 
sie Ochratoxin A (OTA) genannt (van der Merwe et al., 1965).  
Abbildung 1 zeigt die chemische Struktur von Ochratoxin A (N-[[(3R)-5-Chloro-8-
Hydroxy-3-Methyl-1-Oxo-7-Isochromanyl]carbonyl]-3-Phenyl-L-Alanin).  
Es handelt sich hierbei um ein Dihydroisokumarin-Derivat, das über seine 7-
















Abb. 1: Strukturformel von Ochratoxin A (OTA) 
 
 
Weitere Arbeiten führten zu der Entdeckung von Ochratoxin B (OTB) und Ochratoxin 
C (OTC), dem dechlorinierten Derivat bzw. Ethylester-Derivat von OTA (van der 
Merwe et al., 1965). OTA und seltener OTB sind die einzigen Ochratoxine, die als 
Kontaminationen in Lebens- und Futtermitteln vorkommen (WHO, 1990). 
In gemäßigten Klimazonen der Erde gilt Penicillium verrucosum (früher bezeichnet 
als Penicillium viridicatum) als OTA-Hauptproduzent, in warmen und tropischen Kli-
maten dagegen verschiedene Aspergillus-Spezies (Pitt, 1987; Abarca et al., 1994; 





1.2.1 Physiko-chemische Eigenschaften von OTA und seinen Derivaten 
 
OTA besitzt ein Molekulargewicht von 403,8 Da. Die phenolische Hydroxylgruppe im 
Dihydroisokumarinring sowie die Carboxylgruppe des Phenylalanin sind für das 
schwach saure Verhalten des OTA verantwortlich. Das Toxin besitzt zwei Dissoziati-
onskonstanten: pK1 = 6,75; pK2 = 10,25 (Godin et al., 1997). 
Reines OTA ist eine farblose kristalline Substanz mit einem Schmelzbereich von 168-
173 °C. Das Mykotoxin ist in polaren organischen Lösungsmitteln (Chloroform, Etha-
nol, Methanol, Dimethylsulfoxid) oder in wäßriger Bicarbonatlösung leicht löslich, in 
Wasser dagegen schlecht löslich (DFG, 1990).  
In Lösung kann OTA verlustlos über lange Zeit dunkel und kühl gelagert werden, bei 
Exposition gegen fluoreszierendes Licht erfolgt jedoch nach kurzer Zeit Photolyse 
(Krogh, 1987). In neutralen Lösungen ist das Toxin hitzestabil, es wird aber in alkali-
schen Lösungen unter Hitzeeinfluß hydrolysiert (Trivedi et al., 1992). Eine vollständi-
ge Degradation von OTA wird mit einem Überschuß an Natrium-Hypochlorid-Lösung 
erzielt (Castegnaro, 1991).  
Saure sowie enzymatische Hydrolyse (durch Carboxypeptidase A) führen zur Spal-
tung des OTA in Ochratoxin alpha (OT alpha), dem Isokumarin-Anteil des Toxins, 
und Phenylalanin (van der Merwe et al., 1965; Pitout, 1969 a,b). 
OTA emittiert bei UV-Bestrahlung in saurer bzw. alkalischer Lösung intensive grüne 
bzw. blaue Fluoreszenz. Das UV-Absorptionsspektrum von OTA variiert mit dem pH-
Wert und der Polarität des Lösungsmittels (Chu, 1974; Pitout, 1969b; Harwig et al., 
1983) 
Der molare Extinktionskoeffizient (ε) ist von der Konzentration der Lösung abhängig 
und variiert zwischen 1,9 x 10-6 und 4,8 x 10-4 M (Nesheim, 1969). 
 
 
1.2.2 Vorkommen von OTA 
 
Obwohl OTA prinzipiell weltweit und in allen Lebens- und Genußmitteln vorkommen 
kann, wird es doch am häufigsten in den gemäßigten Klimaten der Mais-, Gerste- 
und Weizenanbaugebiete der nördlichen Hemisphäre nachgewiesen (Kuiper-





In Deutschland wurden in Gerste bis zu 206 µg OTA pro kg Getreide gefunden, in 
Weizen bis zu 12,5 µg pro kg. Aus kontaminiertem Getreide kann OTA in daraus ge-
brautes Bier übergehen, und kann dort in Anteilen von bis zu 1 ng / ml nachgewiesen 
werden (Scott, 1996).  
Ferner kann das Mykotoxin bei Fütterung von kontaminiertem Getreide an Schlacht-
tiere in daraus hergestellte Lebensmittel übergehen, und zwar in durchaus signifikan-
ten Mengen. So sind in einer deutschen Studie in Schweinewürstchen bis zu 3,4 µg, 
in Schweinenieren auch bis zu 10 µg OTA / kg festgestellt worden (Scheuer und 
Leistner, 1986) 
Eine andere OTA-Quelle ist Kaffee, da der Röstungsprozeß den Gehalt an OTA in 
kontaminierten Kaffeebohnen nicht zu reduzieren vermag. Beim Brühen können sig-
nifikante Mengen an Mykotoxin in den Kaffeeextrakt übergehen und Kaffee somit bei 
regelmäßigem Konsum einen Beitrag zur menschlichen Exposition gegen das Myko-
toxin leisten (Studer-Rohr et al., 1995; Scott, 1996).  
In der Literatur finden sich auch Angaben über positive Nachweise von OTA in Kuh-
milch (Breitholtz-Emanuelsson et al., 1993) sowie in der Muttermilch stillender Frau-
en (Micco et al., 1991; Jonsyn et al., 1995). 
 
Als Folge einer Ernährung mit Mykotoxin-belasteten Lebensmitteln ist OTA im Blut 
von Bewohnern verschiedener europäischer Länder gemessen worden (Hald, 1991). 
Die höchsten Konzentrationen wurden bei Einwohnern der Balkanländer festgestellt: 
Hier wurden Werte von bis zu 100 ng / ml Blut ermittelt (Fuchs et al., 1991; Petkova-
Bocharova und Castegnaro, 1991). In anderen Ländern lagen die Werte deutlich 
niedriger und korrelierten mit einer geringeren Mykotoxin-Belastung der verzehrten 
Lebensmittel (Petkova-Bocharova und Castegnaro, 1991). 
Das BgVV (Bundesinstitut für Verbraucherschutz und Veterinärmedizin) gibt die tägli-
che alimentäre Aufnahme von OTA für den Verbraucher in Deutschland unter 
Zugrundelegung des üblichen Lebensmittelkonsums und der üblichen Verzehrsmen-
gen mit etwa 0,9 ng / kg KG an. Die Aufteilung auf die Hauptzufuhrquellen sei wie 
folgt: 
- 0,5 ng / kg KG und Tag durch Getreide und Getreideprodukte, 
- 0,2 ng / kg KG und Tag durch Kaffee und weitere 
- 0,2 ng / kg KG und Tag durch den Verzehr von Bier  





Von Frank (1991) sowie Wolff et al. (2000) wird die durchschnittliche tägliche Auf-
nahme von OTA mit der Nahrung in Deutschland ebenfalls mit etwa 1 ng / kg Kör-
pergewicht (KG) angegeben. Dazu können weitere 2 ng / kg KG von Personen auf-
genommen werden, die sich zum großen Teil von Getreideprodukten ernähren 
(Frank, 1991). Dies bedeutet eine durchschnittliche wöchentliche alimentäre Auf-
nahme an OTA von ca. 20 ng / kg KG für deutsche Konsumenten. Die WHO (2001) 
gibt die durchschnittliche wöchentliche Aufnahme von OTA im europäischen Rahmen 
mit etwa 45 ng / kg KG an, basierend auf den Konsumdaten der GEMS-Datenbank. 
Getreide und Wein tragen hierzu 25 bzw. 10 ng / kg KG bei, Traubensaft und Kaffee 
nur je 2 – 3 ng / kg KG. Basierend auf diesen sowie den vorliegenden Daten bzgl. 
adverser Effekte des OTA bestätigte die WHO 2001 den vormals festgesetzten PTWI 
(provisional tolerable weekly intake) von 100 ng / kg KG pro Woche.  
 
Seit dem 5. April 2002 existieren allgemeine europäische gesetzliche Regulationen 
für OTA-Höchstmengen in Lebensmitteln, allerdings nur für Getreide (rohe Getreide-
körner: 5 µg / kg; Getreideerzeugnisse: 3 µg / kg) und getrocknete Weintrauben (10 
µg / kg). Eine Höchstmengenregelung für Kaffee, Wein, Bier, Kakao und Gewürze 
wird angestrebt (Verordnung 472/2002 der Europäischen Gemeinschaft vom 12. 
März 2002). In der laufenden Diskussion um die Anpassung solcher Grenzwerte 
schlagen einige Arbeitsgruppen erheblich niedrigere Werte vor als zur Zeit in der 
Verordnung festgesetzt (Petzinger und Ziegler, 2000).  
 
 
1.2.3 Toxische Wirkungen von OTA 
 




OTA wirkt in allen bislang getesteten Spezies (außer in Wiederkäuern) als potentes 
Nephrotoxin (Pohland et al., 1992). Basierend auf verschiedenen Feldstudien wird es 
als auslösender Faktor der sogenannten Schweine-Nephropathie angesehen (Krogh, 





Nieren-Tubuli sowie einer Atrophie des tubulären Epithels, interstitieller Fibrose in der 
Nierenrinde und hyalinisierten Glomeruli einher (Pohland et al., 1992). 
OTA steht im Verdacht, die Ursache der sogenannten „Balkan Endemischen Nephri-
tis“ (BEN) beim Menschen zu sein. Ein solcher Zusammenhang liegt unter anderem 
nahe, da OTA bei Mensch und Tier sehr ähnliche morphologische und funktionale 
Schädigungen hervorruft. Ferner wurden besonders hohe OTA-Belastungen in Nah-
rungsmitteln und bei Menschen aus Regionen gemessen, in denen BEN auftritt 
(IARC, 1993). Als möglicher Erklärungsansatz für das endemische Auftreten der BEN 
in Ländern des Balkan wird daher eine hohe OTA-Belastung der Lebensmittel disku-
tiert, obwohl auch andere ätiologische Faktoren nicht ausgeschlossen werden (Tatu 
et al., 1998). Die Mechanismen, welche der Nephrotoxizität des OTA zugrunde lie-
gen, sind bislang nicht restlos aufgeklärt (Godin et al., 1997). OTA wird wahrschein-
lich über das organische Anionen Transport System in die proximalen Tubuluszellen 
der Niere aufgenommen und dort angereichert (Friis et al., 1988; Gekle et al., 1998; 
2000).  
 
b) Kanzerogenität  
 
Im Jahre 1971 wurde erstmals über Nierentumoren nach oraler Gabe von OTA an 
Ratten berichtet (zitiert in Pohland et al., 1992). Die Entwicklung von renalen bzw. 
hepatischen Tumoren nach oraler Gabe an Ratten und Mäuse wurden von Kanisawa 
und Suzuki (1978) und Bendele et al. (1985) beschrieben. Die kanzerogene Wirkung 
wurde durch eine Studie des National Toxicology Program bestätigt (zitiert in IARC 
1993).  
Bis heute gibt es keine definitiven Beweise dafür, daß OTA auch beim Menschen 
kanzerogen wirkt. In einer Reihe von epidemiologischen Studien an Personen in BEN 
Endemiegebieten wurde allerdings eine erhöhte Inzidenz von Tumoren in Niere und 
Harntrakt (Nierenbecken, Ureter, Harnblase) gegenüber Personen aus nicht-BEN 
Endemiegebieten beobachtet (Sostaric und Vukelic, 1991; IARC, 1993).  
Weiterhin zeigte sich, daß Nahrungsmittel in Endemiegebieten sehr viel häufiger und 
höhergradiger mit OTA kontaminiert sind als in Nicht-Endemiegebieten (Petkova-
Bocharova et al., 1991). Auch konnte gezeigt werden, daß im Blut von in Endemie-
gebieten lebenden Menschen, die zum Teil an BEN bzw. Tumoren der ableitenden 





OTA signifikant höher waren als in der Vergleichspopulation aus einem Nicht-
Endemiegebiet (Petkova-Bocharova et al., 1988). 
Aufgrund dieser und weiterer Ergebnisse stufte 1993 die International Agency for 
Research on Cancer (IARC) das Mykotoxin OTA in die Gruppe 2B, also als „possibly 
carcinogenic to humans“ ein (IARC, 1993).  
 
c) Teratogenität  
 
Experimentell konnte gezeigt werden, daß OTA die Plazentabarriere zu überwinden 
und in foetalem Gewebe zu akkumulieren vermag (Ballinger et al., 1986). 
In den Nachkommen von mit OTA behandelten Ratten konnte ein breites Spektrum 
von Effekten (wie Exencephalie, Anomalien der Augen, sonstige Fehlbildungen) beo-
bachtet werden (Pohland et al., 1992; Kuiper-Goodman und Scott, 1989).  
Über teratogene Effekte beim Menschen liegen keine Studien vor. 
 
d) Immunotoxizität  
 
Luster et al. (1987) berichteten erstmals, daß OTA die Aktivität der natürlichen Killer-
zellen zu reduzieren vermag. Diese Wirkung soll auf einer spezifischen Hemmung 
der endogenen Interferon-Produktion basieren.  
Lea et al. (1989) beobachteten eine potente suppressive Wirkung von OTA auf den 
Spiegel an humanen B- und T-Zell-Lymphozyten. In Mäusen sind funktionelle Verän-
derungen der Knochenmarkszellen und Makrophagen beobachtet worden (Boor-
mann et al., 1984). Müller et al. (1999) zeigten, daß OTA bei Läuferschweinen auch 
in Dosen unterhalb der Toxizitätsgrenze zu Immunmodulationen führte. Im wesentli-
chen wurden eine Erhöhung der Leukozyten- und Neutrophilenzahl sowie apoptoti-
sche Phagozyten im Blut beobachtet. Die Anzahl der Lymphozyten im Blut war da-





Es werden bisher folgende zelluläre Wirkungen des OTA diskutiert, die den oben be-
schriebenen toxischen Wirkungen zugrunde liegen sollen, und zwar: 
 
1) eine Inhibition der Protein-, RNA- und DNA-Synthese sowie Einfluß auf  
verschiedene Enzymsysteme, 
2) eine Erhöhung der Lipidperoxidation und  
3) eine Wirkung auf die Mitochondrien bzw. die mitochondriale ATP-Produktion.  
 
Ad 1): Sowohl in vitro als auch in vivo wird eine Hemmung der Proteinbiosynthese 
durch OTA beobachtet. Wegen des im Mykotoxin enthaltenen Phenylalanin-Anteils 
kommt es zu einer Kompetition mit der Aminosäure Phenylalanin bei der durch die 
Phenylalanyl-tRNAPhe -Synthetase katalysierten Aminoacylierung der tRNAPhe. Da-
durch kommt es zu einem Stop der Peptid-Elongation. Die inhibitorische Wirkung des 
OTA ist bei Gabe eines Überschusses an Phenylalanin reversibel. 
Bei fortgesetzter Exposition gegen OTA erfolgt nach der Hemmung der Proteinbio-
synthese später ebenfalls eine Hemmung der RNA-Synthese, schließlich eine Hem-
mung der DNA-Synthese (Creppy et al., 1983; 1984). 
Neben diesem Effekt auf die Phenylalanyl-tRNAPhe-Synthetase gibt es offenbar wei-
tere Einflüsse des OTA auf Schlüsselenzyme des Stoffwechsels: OTA hemmt in iso-
lierten Rattenhepatozyten sowie in vivo die Hydroxylierung von Phenylalanin zu Ty-
rosin durch das Enzym Phenyalanin-Hydroxylase. Hierdurch können Effekte hervor-
gerufen werden, die dem Erscheinungsbild der Phenylketonurie ähneln (Creppy et 
al., 1984; 1990).  
Weiterhin vermag OTA die Aktivität der cytosolischen Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase (PEPCK) in Rattenleber zu hemmen (Meisner et al., 1983; Meisner 
und Krogh, 1986). Die Autoren postulieren hierfür eine Degradation der PEPCK 
mRNA durch das Mykotoxin. Von anderen Autoren wird jedoch diskutiert, daß die 
Hemmung der Enzymaktivität eine Folge der verminderten Proteinbiosynthese sein 
könnte, da mRNAs mit hohem Umsatz unter diesen Bedingungen nicht mehr von den 
Ribosomen geschützt werden (Dirheimer und Creppy, 1991). Die Konsequenz dieser 





Ad 2): Bei Untersuchungen an isolierten proximalen Nierentubuli (Aleo et al., 1990) 
sowie an Leber- und Nierenmikrosomen von Ratten ist eine erhöhte Lipid-
Peroxidation durch OTA gezeigt worden (Rahimtula et al., 1988).  
Diese wird offenbar durch Komplexierung des Mykotoxins mit im Testsystem enthal-
tenem Eisen III (Fe3+) hervorgerufen und führt in Gegenwart des NADPH-Cytochrom 
P 450-Reduktase Systems zur Produktion eines toxischen Hydroxyl-Radikals. Dieses 
Radikal wird von einigen Autoren zum Teil für die weiter oben beschriebenen adver-
sen Effekte des OTA verantwortlich gemacht (Baudrimont et al., 1997; Hasinoff et al., 
1990; Omar et al., 1990; 1991). 
 
Ad 3): Eine in vitro Studie an Rattenlebermitochondrien zeigte, daß die Aufnahme 
von OTA in die Mitochondrien ein Energie-verbrauchender Prozeß ist, der die Deple-
tion des intramitochondrialen ATPs zur Folge hat. Zusätzlich hemmt OTA offenbar 
den intramitochondrialen Phosphat-Transport, welches zu einem allgemeinen Verfall 
der Mitochondrien führt (Meisner, 1976). Resultate aus anderen in vitro Studien er-
gaben überdies, daß OTA kompetitiv die Carrierproteine der inneren Mitochondrien-
membran hemmen kann (Meisner und Chan, 1974; Wei et al., 1985).  
 
Die oben beschriebenen zellulären Effekte des OTA werden einzeln bzw. in Kombi-
nation als zugrundeliegende Mechanismen der adversen Wirkungen des OTA disku-
tiert (Marquart und Frohlich, 1992; Xiao et al., 1996).  
 
 
1.3 Stand der Kenntnis zu Pharmakokinetik und Genotoxizität  




Die Resorption von OTA beginnt bei den meisten Tierspezies bereits im Magen (Roth 
et al., 1988). Anhaltspunkte für eine effiziente Resorption aus dem proximalen Jeju-
num liegen ebenfalls vor (Kumagai und Aibara, 1982). Nach Kumagai (1988) soll die 
Resorption aus dem Gastrointestinaltrakt passiv in der nichtionisierten Form erfolgen. 
Wiederkäuer spalten OTA nach alimentärer Aufnahme effizient durch Hydrolyse in 





In vivo und in vitro bindet OTA an Serumproteine des Plasmas, allerdings mit relativ 
geringer Affinität im Bereich von etwa 10-4 bis 10-6 M (Chu, 1971). In humanem 
Plasma bindet OTA wesentlich spezifischer (2,3 x 10-10 M, Stojkovic et al., 1984) an 
bislang unidentifizierte Makromoleküle der Größe 20.000 Da. Eine Sättigung dieser 
Bindung ist bereits im Dosisbereich von 10 – 20 ng OTA / ml Serum erreicht (Hult 
und Fuchs, 1986). In vitro wurde ermittelt, daß bei einer Gesamtkonzentration von 
10-9 – 10-6 M der Anteil an ungebundenem OTA in humanem Plasma bei nur 0,02 % 
liegt (Hagelberg und Hult, 1989).  
In einer kürzlich publizierten Arbeit berichten die Autoren über einen humanen 
Selbstversuch, in dessen Verlauf nach Ingestion von 395 ng Tritium-markiertem OTA 
eine Plasma-Halbwertzeit von 35,55 Tagen ermittelt wurde (Studer-Rohr et al., 
2000). Dies ist etwa achtmal so lang wie die für Ratten kalkulierte Plasma-
Halbwertzeit mit ca. 103 Stunden (Li et al., 1997). 
Biliäre Exkretion und glomeruläre Filtration sind die Hauptwege der Ausscheidung 
von OTA; ein Beitrag der tubulären Sekretion wird ebenfalls diskutiert (Stein et al., 
1985). Der Anteil der jeweiligen Exkretionsroute variiert dabei zwischen den einzel-
nen Spezies (Hagelberg und Hult, 1989). OTA unterliegt einem enterohepatischen 
Kreislauf (Fuchs et al., 1988b; Roth et al., 1988). 
Primäre Zielgewebe in allen bislang untersuchten Spezies sind unter anderem Niere, 
Hoden und Samenblase (Kane et al., 1986; Galtier, 1979; Fuchs et. al., 1988a; 




In Studien mit Mäusen, Ratten und Kaninchen sind verschiedene Metabolite erkannt 
und identifiziert worden. Es sind dies hydroxylierte Metabolite wie 4-OH-OTA 
(Størmer und Pedersen, 1980;) und 10-OH OTA (Størmer et al., 1983). Diese hydro-
xylierten Metabolite werden in vivo und in vitro durch verschiedene Cytochrom P450 
Isoenzyme gebildet (Størmer und Pedersen, 1980). 4-OH-OTA kann dabei in den 
zwei isomeren Formen (4R)- bzw. (4S)-OH-OTA vorkommen (Størmer et al., 1981). 
Je nach Spezies variieren die Anteile der Isomere: In Ansätzen mit Lebermikrosomen 
aus humanem und Rattengewebe überwiegt der Anteil an (4R)-OH-OTA, während in 





10-OH-OTA wurde bislang nur in Ansätzen mit Lebermikrosomen des Kaninchens 
nachgewiesen. 
Neben diesen hydroxylierten Metaboliten wird auch Ochratoxin alpha (OT alpha), der 
Dihydroisokumarin-Anteil des OTA, durch enzymatische Aktivität in vivo gebildet 
(Roth et al., 1988). Die Bildung von OT alpha erfolgt durch Spaltung der Peptidbin-
dung des OTA mittels der Enzyme Carboxypeptidase oder Chymotrypsin in Darm 
(Pitout, 1969b) und Pankreas (Suzuki et al., 1977). Die Hydrolyse von OTA wird als 
Detoxifizierungsreaktion angesehen, da OT alpha in verschiedenen Tests (Zytotoxizi-
tät, Genotoxizität) weniger toxisch als OTA bzw. nicht wirksam ist. 



























































Sowohl (4R)-OH OTA als auch (10)-OH-OTA können in vitro durch das Enzym Alko-
holdehydrogenase zu 4-Oxo-OTA bzw. 10-Oxo-OTA weiter metabolisiert werden 
(Syvertsen und Størmer, 1983). In vivo sind diese Metabolite nicht gefunden worden.  
In der Literatur wird berichtet, daß wahrscheinlich mehrere Isoformen des Cytochrom 
P450 an der Metabolisierung des OTA beteiligt sind. Es gibt Hinweise auf eine Betei-
ligung der IA-, der IIB- und der IIIA-Familien (Omar et al., 1996). Zepnik et al. (2001) 
zeigten auch, daß CYP P450 IA1, IIIA4 und IIC9 die Bildung von (4R)- und (4S)-OH-
OTA aus Ochratoxin A katalysieren. Der Umfang der Metabolisierung von OTA durch 
die genannten Enzyme war jedoch sehr gering. Es wird daher eher als unwahr-
scheinlich angesehen, daß diese Metabolisierungswege eine wichtige Rolle für die 
Toxizität von OTA spielen. Einige Autoren postulieren aber eine Beteiligung der Bio-
transformation an adversen, insbesondere den genotoxischen Effekten des OTA 
(Malaveille et al. 1994; De Groene et al., 1996a,b; Obrecht-Pflumio et al., 1996; 




Die überwiegende Zahl der Mutagenitätsteste mit Salmonella typhimurium (mit / ohne 
metabolischer Aktivierung durch S9-Mix) beschreibt OTA als nicht mutagen (Kuczuk 
et al., 1978; Würgler et al., 1991). Bei Einsatz von Zellkulturmedium, das durch Inku-
bation von Rattenhepatozyten mit OTA gewonnen wurde, zeigte sich in einigen Sal-
monella-Teststämmen zwar erhöhte Mutagenität (Hennig et al., 1991), doch bislang 
konnte dieser Befund nicht bestätigt werden (Föllmann und Lucas, 2003). 
Vor kurzem sind positive Befunde in Salmonella typhimurium Mutagenitätstesten un-
ter Verwendung von Maus-Nierenmikrosomen berichtet worden (Obrecht-Pflumio et 
al., 1999). 
In Säugerzellen zeigten sich genotoxische Effekte zunächst als schwach oder wider-
sprüchlich. So untersuchte Bendele (1985) die OTA Genotoxizität in einer Reihe von 
in vitro und in vivo Testsystemen. Es wurden damals weder Anzeichen einer ”Un-
scheduled DNA Synthesis” (UDS) in Primärkulturen von Rattenhepatozyten noch 
Anhaltspunkte für das Auftreten von Sister chromatid-exchanges (SCE) in Zellen des 





Später ist jedoch durch Föllmann et al. (1995) gezeigt worden, daß OTA in Epithel-
zellen der Schweineharnblase SCE induziert. Ebenso wurde UDS in Primärzellen 
des humanen Urothels nachgewiesen (Dörrenhaus et al., 2000).  
Creppy et al. (1985) beschreiben das Auftreten von DNA Einzelstrangbrüchen in 
OTA-behandelten Milzzellen von Mäusen. Dieses in vitro Ergebnis wurde in einem in 
vivo Versuch bestätigt (Kane, 1986).  
Die Frage, ob eine metabolische Umsetzung des Mykotoxins diese und weitere ge-
notoxische Effekte bedingt, wird in der Literatur kontrovers diskutiert: 
Von der Arbeitsgruppe um Pfohl-Leszkowicz wurde mittels 32P-Postlabelling Analyse 
gezeigt, daß die Gabe von OTA in Versuchstieren dosis- und zeitabhängig die Bil-
dung von DNA-Addukten induziert (Pfohl-Leszkowicz et al., 1991; 1993 a,b,c,e). Eine 
Reihe von Addukten wurden in verschiedenen Spezies (Mäusen und Ratten) und in 
unterschiedlichen Geweben nachgewiesen (Niere, Leber, Milz), auch in der Harnbla-
se von Mäusen (Obrecht-Pflumio et al., 1996). Die in den einzelnen Organen gefun-
denen Muster waren nicht identisch und offenbar wurden Addukte in unterschiedli-
cher Geschwindigkeit repariert, welches die Autoren als Indiz für einen organspezifi-
schen Metabolismus nahmen. Die Art dieser Addukte ist bislang aber unbekannt. Es 
gibt zwar Hinweise auf Guanin-Addukte (Obrecht-Pflumio und Dirheimer, 2000), an-
dere Gruppen konnten allerdings auch mit sehr empfindlichen Methoden keine OTA-
Bindung an DNA-Basen nachweisen (Gautier et al., 2001a; Gross-Steinmeyer et al., 
2002). 
De Groene et al. (1996a,b) untersuchten die Mutagenität von OTA in NIH/3T3 Maus-
zellinien, die mit verschiedenen CYP P450 Gene transfiziert wurden und einen Shut-
tle-Vector mit dem lacZ‘-Gen als Reportergen für Mutationen enthielten: Sie fanden 
hauptsächlich große DNA Deletionen und bringen diesen OTA-Effekt mit einer Bio-
transformation des Mykotoxins durch die Cytochrom P450 Isoenzyme in Verbindung.  
 
Degen et al. (1997) konnten zeigen, daß OTA in Zellkulturen von Schafsamenblasen 
(ovine seminal vesicle cells, OSV-Zellen) dosisabhängig Mikrokerne induziert. In die-
sen Zellen wird das Enzym Prostaglandin H Synthase (PHS) in hohem Maße expri-
miert (Degen, 1993a,b). Zusatz des PHS-Inhibitors Indometazin (INDO) zum Ver-
suchsansatz ergab einen interessanten Befund, nämlich eine höhere Mikrokernrate, 
also eine Verstärkung des OTA-Effektes. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in 
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Abb. 3: Dosisabhängige Mikrokerninduktion durch OTA und Einfluß von Indometa- 
zin (INDO) in Schafsamenblasen-Zellen (ovine seminal vesicle cells, OSV-
Zellen), nach Degen et al. (1997) 
 
 
Die Auslösung genotoxischer Effekte durch OTA ist also unbestritten, aber die Frage 
nach den zugrundeliegenden Mechanismen, insbesondere die Rolle des Metabolis-





katalysierte Umsetzung von OTA im Sinne einer Bioaktivierung vermuten (vgl. Ab-
schnitt 1.5) sprechen die Befunde von Degen et al. (1997) eher für eine Umsetzung 
im Sinne einer Entgiftung.  
 
 
1.4 Prostaglandin H Synthase als Enzym des Fremdstoffwechsels 
 
Viele Chemikalien, darunter auch verschiedene Mutagene bzw. Kanzerogene, sind 
selbst nicht (geno-)toxisch, sondern rufen genotoxische Wirkungen erst nach meta-
bolischer Aktivierung (Bioaktivierung, Toxifizierung) zu reaktiven Intermediaten her-
vor. In der Leber werden diese Reaktionen hauptsächlich durch Cytochrom P450-
abhängige Monooxygenasen katalysiert (Guengerich, 1991). In extrahepatischen 
Geweben mit sehr geringer Monooxygenase-Aktivität wird alternativ eine Beteiligung 
von Peroxidasen an der Bioaktivierung von Fremdstoffen diskutiert (Eling et al., 1990; 
Degen et al., 2002). Eine solche Peroxidase ist die Prostaglandin H Synthase (PHS, 
E.C. 1.14.99.1). Die PHS ist ein Schlüsselenzym in der Synthese biologisch aktiver 
Prostanoide wie Prostaglandine (PGE2), Thromboxane (TxA2) und Prostacycline 
(PGI2). Als autokrin bzw. parakrin wirkende Mediatoren sind Prostanoide an einer 
Vielzahl physiologischer (Reproduktion, Bluthomöostase, Salz- und Wasserhaushalt, 
Plättchenaggregation) und pathophysiologischer (Fieber, Schmerz, Infektion) Pro-
zesse beteiligt (Smith und Marnett, 1991; Hershman, 1996). 
 
PHS-Aktivität findet sich in nahezu allen Säugergeweben (Eling et al., 1990); beson-
ders hohe Expression findet man im Nierenmark (Davis et al., 1981), Blasenepithel, 
Reproduktionstrakt (Christ und van Dorp, 1972) und in Gefäßendothelien (Smith et 
al., 1983). Das Enzym befindet sich als integrales Membranprotein des endoplasma-
tischen Reticulums bzw. der Kernmembran (Rollins und Smith, 1980) in der Mikro-
somen-Fraktion entsprechender Gewebehomogenate. Da die Samenblase von 
Schafböcken und Rindern besonders hohe PHS-Aktivität aufweist, gilt dieses Organ 
als bevorzugte Quelle für die Präparation des Enzyms (Marnett und Maddipati, 
1991).  
Die zuerst aus Schaf-Samenblasen gewonnene PHS ist ein glykosyliertes Homodi-
mer aus zwei je ca. 70 kDa großen Untereinheiten (van der Oudera et al., 1977). 





beobachtet wurde die Bindung von 0,5 bis 1 Hämgruppe je Untereinheit (Ruf et al., 
1984; Kulmacz und Lands, 1984). Inzwischen wurde die Aminosäure-Sequenz der 
PHS verschiedener Spezies (Mensch, Schaf, Ratte, Maus) aufgeklärt. Die Primär-
struktur des Enzyms von Schaf und Maus ist zu 88 % homolog, zwischen Schaf und 
Mensch bestehen Übereinstimmungen von sogar 91 % (Smith und Marnett, 1991).  
Mittlerweile sind zwei Isoformen der PHS bekannt, PHS-1 und PHS-2, die in der Lite-
ratur auch COX-1 bzw. COX-2 genannt werden. Beide Isoformen sind strukturell sehr 
ähnlich und katalysieren die gleichen Reaktionen (Fletcher et al., 1992), ihre Expres-
sion ist aber unterschiedlich reguliert (Degen et al., 2002). 
Die PHS besitzt zwei Enzymaktivitäten: Eine Cyclooxygenase- und eine Peroxidase-
Aktivität (Kulmacz und Lands, 1984). In der durch die Cyclooxygenase katalysierten 
Reaktion kommt es zum Einbau von zwei Mol Sauerstoff in ein Mol Arachidonsäure 
(ARA). Es entsteht das Endoperoxidhydroperoxid PGG2. Die Peroxidasereaktion re-
duziert dieses Intermediärprodukt zum Alkohol, dem Endoperoxidhydroxid PGH2.  
Während der durch die Peroxidase katalysierten Reaktion kommt es zur Oxidation 
eines Kosubstrates. Die Fremdstoffe, die als Kosubstrate der PHS umgesetzt werden 
(man spricht auch von „Kooxidation“), sind z. B. aromatische und heterozyklische 
Amine (Rice et al., 1985; Wolz et al., 1995), polyzyklische aromatische Kohlenwas-
serstoffe (Eling et al., 1990), und Diethylstilbestrol (Degen et al., 1982) [in Abbildung 
4 am Beispiel von „X“ gezeigt].  
Für Diethylstilbestrol (Degen et al., 1986) sowie für das heterozyklische Amin 2-
Amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolin (IQ; Wolz, 1995) konnte gezeigt werden, daß 
während der Reaktion gebildete reaktive Intermediate kovalent an Proteine binden. 
In vitro unterliegt die PHS einer raschen Autoinaktivierung, die durch Zusatz kleiner 
Mengen an reduzierendem Kosubstrat verhindert werden kann (Markey et al., 1987). 
Ein endogenes Kosubstrat ist bislang unbekannt.  
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Abb. 4: PHS-katalysierte Kooxidation von Fremdstoffen. I = Hemmung durch  
Indometazin; X = reduzierendes Kosubstrat; PGG2 = Endoperoxidhydroper-
oxid; PGH2 = Endoperoxidhydroxid (Alkohol); HPETEs = Hydroperoxy-
eicosatetraensäure; HETEs = Hydroeicosatetraensäure.  
 
 
Nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAIDs), wie Indometazin (INDO) oder Acetylsalicyl-
säure (Aspirin) vermögen die Cyclooxygenase-Aktivität der PHS (und infolge dessen 
auch die Kooxidation von Fremdstoffen) effizient zu hemmen (Smith und Marnett, 
1991). Die Wirkung des Indometazins beruht dabei (wie bei den meisten NSAIDs) auf 
einer Kompetition der Substanz mit ARA um die Bindung an das aktive Zentrum des 
Enzyms, während Acetylsalicylsäure die Cyclooxygenaseaktivität durch Acetylierung 
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al., 1990). In beiden Fällen bleibt jedoch die Peroxidase-Aktivität des Enzyms erhal-
ten. Ein experimenteller Zusatz von INDO oder Aspirin muß die PHS-katalysierte 
Fremdstoffmetabolisierung nicht unbedingt vollständig hemmen, wenn durch Lipoxy-
genase-Aktivität oder nicht-enzymatische Lipidperoxidation gebildete Lipidperoxide 
(Hydroperoxy-eicosatetraensäure, HPETEs) vorliegen und an Stelle von PGG2 für 
die Kooxidation von Xenobiotika genutzt werden (Degen et al., 2002).  
 
 
1.5 Ziele der Arbeit 
 
Wie in den Abschnitten 1.2 und 1.3 dargestellt, muß Ochratoxin A als Krebsrisikofak-
tor für den Menschen angesehen werden. Die Ausprägung gesundheits-
schädigender Wirkungen hängt primär von der Exposition ab. Zur Begrenzung der 
Exposition werden daher gesetzliche Regelungen für OTA-Höchstmengen in Le-
bensmitteln angestrebt, die das Risiko für den Verbraucher minimieren.  
Eine toxikologische Risiko-Abschätzung wird aber neben Daten zur Exposition des 
Menschen und zur Dosis-Wirkungs-Beziehung (im Tierversuch) auch als weiteren 
wichtigen Aspekt den Wirkungsmechanismus heranziehen.  
In diesem Zusammenhang interessiert die Frage, ob OTA selbst oder ein Metabolit 
für die genotoxischen Effekte (DNA-Schädigung und / oder numerische Chromoso-
menaberrationen) verantwortlich ist. Beispielsweise könnten Unterschiede im Meta-
bolismus von OTA zu spezies-, stamm- und geschlechtsspezifischen Unterschieden 
in der Ausprägung kanzerogener Wirkungen beitragen. Ferner böten sich Ansatz-
punkte zur Modulation, zum Beispiel im Sinne einer verstärkten Detoxifizierung von 
OTA bzw. einer Hemmung von Bioaktivierungsreaktionen.  
Allerdings war zu Beginn dieser Dissertation die Diskussion und die Datenlage zur 
Rolle des Metabolismus für die Toxizität von OTA alles andere als klar und zwar so-
wohl in Hinblick auf Cytochrom P450- als auch eine PHS-katalysierte Umsetzung. So 
sahen die Gruppen um Dirheimer und Pfohl-Leszkowicz Anhaltspunkte für die Bil-
dung reaktiver Intermediate (z. B. Dirheimer, 1998; Grosse et al., 1995a,b; Pfohl-
Leszkowicz et al., 1993d) und vertraten die Position, Bioaktivierung von OTA sei ent-
scheidend für dessen genotoxische Effekte. Andere, darunter die Gruppen am Dort-
munder Institut für Arbeitsphysiologie (IfADo) um Degen und Föllmann vertraten eine 





nicht reproduzieren (Föllmann und Lucas, 2003), des weiteren waren die in Abbil-
dung 3 dargestellten Befunde im Mikronukleus-Assay nicht damit vereinbar.  
Ausgehend von der Publikation von Degen et al. (1997) wurden die folgenden alter-
nativen Hypothesen zur Erklärung der dort beobachteten genotoxischen Effekte des 
Mykotoxins und möglicher Interaktionen zwischen OTA und Indometazin aufgestellt:  
 
 
1) Wird das Mykotoxin OTA durch die in den OSV Zellen exprimierte Peroxidase  
PHS metabolisiert? Und bedeutet diese Metabolisierung möglicherweise eine 
Detoxifizierung des OTA? Ist also OTA selbst genotoxisch und wird es durch 
PHS in den Zellen detoxifiziert, hätte somit also eine Hemmung dieses Metabo-
lismus durch Indometazin zur Folge, so daß mehr OTA selbst wirken kann? 
 
2) Bewirkt der Indometazin-Zusatz eine pH-Wert-Verschiebung in den OSV Zellen, 
infolge derer es zu einer erhöhten Aufnahme bzw. Retention der schwachen 
Säure OTA in die / den Zellen und damit zu einer verstärkten genotoxischen 
Wirkung kommt? 
 
3) Erfolgt zwischen beiden Substanzen eine Kompetition um die Bindung an Se-
rumproteine, und vermag Indometazin das OTA aus dieser Bindung zu drän-
gen, was zur Folge hätte, daß mehr ungebundenes OTA vorliegt, welches in 
dieser Form vermehrt in die Zellen eindringen und genotoxisch wirken kann?  
 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese Fragen mit geeigneten Methoden zu unter-
suchen und dann die Befunde im Kontext vorliegender und neuer Studien zum Wir-








2.1 Ausgangsmaterial zur Präparation von Prostaglandin H  
Synthase und OSV-Zellkulturen 
 
Von frisch geschlachteten Schafböcken wurden im örtlichen Schlachthof Samenbla-
sen entnommen, welche unter Eiskühlung in PBS-CMF-Puffer möglichst rasch für die 





Carboxypeptidase A, 51 units / mg, Typ 2 (aus  
 Rinderpankreas), E.C. 3.4.17.1   Sigma (Deisenhofen) 
Meerrettichperoxidase (HRP), 190 units / mg 





Ameisensäure (98 - 100 % )    Merck (Darmstadt) 
Arachidonsäure (ARA)     Pasel & Lorei (Frankfurt) 
Bio-Rad Protein-Assay Kit I 
 (incl. bovine γ-globulin Standard)   Bio-Rad (München) 
Chloroform (RotiSolv)     Roth (Karlsruhe) 
Diethylether       Merck (Darmstadt) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)      Merck (Darmstadt) 
E-Diethylstilbestrol (E-DES)    Sigma (Deisenhofen) 
Eisessig       Merck (Darmstadt) 
Ethanol absolut      Merck (Darmstadt) 
Ethylacetat       Merck (Darmstadt) 
Ethylendiamintetraessigsäuredinatriumsalz (EDTA) Sigma (Deisenhofen) 





IsotonII       Coulter Electronics (Krefeld) 
Methanol (RotiSolv)     Roth (Karlsruhe)  
      gradient grade     Merck (Darmstadt) 
Natronlauge       Sigma (Deisenhofen) 
Ochratoxin A (OTA)     Sigma (Deisenhofen) 
        Promochem (Wesel) 
Ochratoxin alpha (OT alpha) biochemische Synthese (siehe  
3.7) 
Ochratoxin B (OTB)     Promochem (Wesel) 
Rotiszint R 2200      Roth (Karlsruhe) 
Salzsäure       Merck (Darmstadt) 
Toluol        Sigma (Deisenhofen) 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)  Merck (Darmstadt) 
Wasserstoffperoxid, 30 %     Aldrich (Steinheim) 
Z,Z-Dienestrol (Z,Z-DIES)     Sigma (Deisenhofen) 
Z-Diethylstilbestrol (Z-DES)    Sigma (Deisenhofen) 
 
 
Weitere Chemikalien und Puffersalze wurden in p.a. Qualität von folgenden Firmen 
bezogen: Aldrich (Steinheim), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Serva (Heidel-
berg) und Sigma (Deisenhofen). 
Zur Herstellung von Pufferlösungen sowie zur Verdünnung von Stammlösungen wur-
de Aqua bidest verwendet, sofern nichts anderes angegeben ist. 
 
 
2.4 radioaktiv markierte Substanzen 
 
[2-14C]-Indometazin (14C-INDO, in Ethanol)  DuPont (Bad Homburg) 
Radioakt. Konz. 3,7 MBq / ml (0,1 mCi / ml) 





[3H(G)]-Ochratoxin A (3H-OTA, in Ethanol)  Moravek Biochemicals 
Radioakt. Konz. 9,25 MBq / ml (0,25 mCi / ml)  (Brea California, USA) 





96-well-Platten       Greiner (Nürtingen) 
Collagen R, steril, Lösung 2 mg/ml 
 in 0,1 % Essigsäure Serva (Heidelberg) 
D-[+]-Glucose (Zellkultur-getestet)   Sigma (Deisenhofen) 
Deckgläschen, Ø 18 mm     Assistent  
Dispase-Lösung (Grad II)     Boehringer (Mannheim) 
Foetales Kälberserum (FCS)    Life Technologies (Karlsruhe) 
IBR-Medium, Sonderanfertigung 
 (modification formula 78-5006)   Life Technologies (Karlsruhe) 
Kenacidblau       Serva (Heidelberg) 
Kulturflaschen       Greiner (Nürtingen) 
Objektträger (8-Loch)     ICN Biomedicals (Meckenheim) 
Penicillin/Streptomycin (Penstrep), Fertiglösung 
 Penicillin:    10000 IU/ml 
 Streptomycin: 10000 µg/ml    Life Technologies (Karlsruhe) 
Petrischalen       Greiner (Nürtingen) 
Trypsin-Lösung 2,5 % (10 x Konzentrat)  Life Technologies (Karlsruhe) 
 
 
2.6 sonstige Materialien 
 
Autoradiographiekassette Kodak (24 x 30 cm)  Hartenstein (Würzburg) 
DC-Platten: Kieselgel 60 F254 (0,2 mm)   Merck (Darmstadt) 
          PSC Kieselgel 60 (0,5 mm)   Merck (Darmstadt) 
DC-Platten Halterung Vario-KS-Techno   Camag (Schweiz) 
Entwicklerkonzentrat     Hartenstein (Würzburg) 





Pipetten (0,5 - 10 µl, 10-100 µl, 200-1000 µl,  
     1000 - 5000 µl     Abimed (Langenfeld),  
        Eppendorf (Hamburg), 
        Labsystems (Helsinki,Finnland) 
Radioaktivitätsstandards (3H, gelöscht)   Zinsser (Frankfurt) 
Röntgenfilm Kodak X-OMAT AR 
     (20,3 x 24,4 cm)     Hartenstein (Würzburg) 
Sterilfilter ZAP CAP 0,45 und 0,2 µm   Schleicher & Schuell (Dassel) 
Szintillationsfläschchen (5 bzw. 22 ml)   Zinsser (Frankfurt) 





Autoklav Modell Webeco     Webecke & Co.  
        (Bad Schwartau) 
Begasungsbrutschrank Modell IG 150   Jouan (München) 
Coulter Counter Modell Industrial D   Coulter Electronics (Krefeld) 
Dioden-Array Spektrophotometer Modell 8452A Hewlett Packard (Böblingen) 
Fraktionssammler HeliRac LKB 2212   LKB (Freiburg) 
Inverses Mikroskop Modell IM 35    Zeiss (Oberkochen) 
Magnetrührer Modell MR 2000    Heidolph 
Mikroplatten-Schüttler Modell MTS 2   Ika Labortechnik (Staufen) 
Mikrotiterplatten-Lesegerät SLT 340 ATC  SLT Labinstruments  
        (Crailsheim) 
Milli-Q Water System     Millipore (Eschborn) 
Oxygraph Modell Gilson 5 / 6 H    Abimed (Langenfeld) 
pH-Elektrode Modell InLab 422    Mettler Toledo (Greifensee, 
        Schweiz) 
pH-Meter Modell CG 825     Schott (Hofheim) 
Rotationsverdampfer Modelle Büchi RE 111 
    und  Büchi RE 120 Büchi (Flawil, Schweiz) 
Rotator       Ismatec 





Scintillationszähler Modell Tri-Carb 2200 CA  Canberra Packard (Frankfurt) 
Sterilbank Modell HBB 2472    Heraeus (Hanau) 
Ultraturrax       Ika-Labortechnik (Staufen) 
UV-Lampe       Camag (Schweiz) 
Vaporisator Reacti-Vap Modell 18780   Pierce Chemical Company 
        (Rockford, Illinois, USA) 
Vortex       Bender & Hobein AG  
        (Zürich, Schweiz) 
Waagen: 
 Modelle AE 240 und PB 602   Mettler Toledo (Greifensee, 
        Schweiz) 
Zentrifugen:  
 Eppendorf Typ 5415    Eppendorf (Hamburg) 
 Kühlzentrifuge J2-21 (Rotor JA-20)  Beckmann (München) 
 Kühlzentrifuge Minifuge 2    Heraeus (München) 
 Megafuge 1.0R     Heraeus (München) 









3.1 Kultivierung von Schafsamenblasen-Zellen (ovine seminal  
 vesicle cells, OSV-Zellen) 
 
3.1.1 Medium und Puffer für die Zellkultur 
 
Alle Salz- bzw. Pufferlösungen für die Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen 
angesetzt. Sofern nichts anderes angegeben ist, wurden die Ausgangsstoffe bzw. die 
fertigen Lösungen in einem Autoklaven dampfsterilisiert und bei 4 °C bis zum 




IBR-Medium (Modification formula 78-5006) 
 
Für die Kultivierung von OSV-Zellen (ovine seminal vesicle cells) wurde IBR-Medium 
verwendet, eine Sonderanfertigung, das in seiner Zusammensetzung dem DMEM-
Medium (Dulbecco´s Minimal Essential Medium) der Firma Life Technologies 
vergleichbar ist. Die genaue Formulierung ist bei Foth (1992) beschrieben. 
Das Pulvermedium wurde in sterilem Wasser gelöst, mit Penicillin/Streptomycin-
Fertiglösung zu 50 ml auf 10 l Medium versetzt und anschließend sterilfiltriert. 
Vor Gebrauch wurde es aliquotiert und durch folgende Zusätze komplettiert: 
 
35 %-ige Glucoselösung   
175 g Glucose in 500 ml Endvolumen A. bidest lösen, dem Medium 1 %-ig (v/v)  
zusetzen (5 ml Glucoselösung/500 ml), Endkonzentration: 1,75 g Glucose/500 ml 
Medium 
 
7,5 %-ige NaHCO3-Lösung   
37,5 g NaHCO3 in 500 ml Endvolumen A. bidest lösen, dem Medium 3 %-ig (v/v)  







Vor Zugabe von FCS (fetal calf serum, foetales Kälberserum) wurde das Medium mit 
CO2 bis zum Indikatorumschlag von rot-violett nach gelb-orange begast.  
Anschließend wurde FCS je nach Fragestellung 2,5; 10 bzw. 15 %-ig (v/v) zugesetzt.  
In dieser Zusammensetzung ist das Medium etwa 3 Monate lang gekühlt haltbar und 
kann für die Zellkultur direkt eingesetzt werden. 
 
 
Lösungen   
 
Pufferlösungen 
    PBS-CMF          PBS   
 
NaCl:   140    mM  (8,2  g/l)   140    mM  (8,2  g/l) 
KCl:       2,7 mM  (0,2  g/l)       2,7 mM  (0,2  g/l) 
Na2HPO4:      3,2 mM  (0,57 g/l)       3,2 mM  (0,57 g/l) 
KH2PO4:       1,5 mM  (0,2  g/l)       1,5 mM  (0,2  g/l) 
MgCl2:             0,5 mM (0,1  g/l) 
CaCl2:            1,2 mM (0,13 g/l) 
 
           Sterilfiltrieren            Autoklavieren 
 
Trypsin-Lösung (0,25 %) 
 
Trypsin-Lösung 2,5 %  100 ml 
EDTA     200 mg  
PBS-CMF    900 ml  
 
Lösung wird nach Sterilfiltration bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert 
 
 
3.1.2 Anlegen einer Primärkultur aus Schafsamenblasen 
 
Primärkulturen aus Schafsamenblasen wurden nach der Methode von Freyberger et 
al. (1987) mit Modifikationen nach Foth (1992) gewonnen. 
Frisch entnommene Samenblasen von Schafböcken wurden vom örtlichen 
Schlachthof in PBS-CMF-Puffer (mit Penicillin 100 IU/ml und Streptomycin 100 
µg/ml) unter Eiskühlung möglichst schnell ins Labor verbracht. Alle folgenden 





Die Organe wurden von Fettgewebe und Drüsenepithel befreit und der innere 
Drüsenbereich mit einer Schere grob zerkleinert. Nach Aufnahme der Gewebeteile in 
PBS-CMF und nachfolgender Homogenisierung mittels Ultraturrax wurden dem 
Homogenat zum enzymatischen Verdau der interzellulären Verbindungen 10 ml 
Dispaselösung (Grad II) zugesetzt. Nach 10 min Rühren bei Raumtemperatur wurde 
der Überstand abgenommen und für 5 min bei Raumtemperatur mit 920 x g 
zentrifugiert (Megafuge 1.0 R, Heraeus). Das Zellpellet wurde in 10 ml IBR-Medium 
mit 15 % FCS resuspendiert, darin in eine 75 cm2 Kulturflasche überführt und bei 37 
°C und 12 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurde ein Medium-
Wechsel durchgeführt, wobei nicht angeheftete Zellen entfernt wurden. Nach ca. 1 
Woche war der Zellrasen konfluent und die Zellen konnten subkultiviert werden. 
Primärkulturen von OSV-Zellen enthalten Fibroblasten und epitheliale Zellen. Das 
Wachstum der Fibroblasten wurde jedoch durch die Verwendung von 
unbeschichteten Kulturgefäßen sowie Medium mit 15 % FCS gefördert. Während in 
OSV-Zellkulturen anfangs (und bis Passage 8) etwa 8 % der Zellen epithelialen 
Ursprungs sind, verringert sich dieser Anteil in Kulturen, die nach Kryopräservation 
wieder in Kultur genommen werden, auf 1 - 2 % (Foth, 1992). 
Alle Untersuchungen wurden mit Zellisolaten der gleichen Präparation (Nummer 18) 
durchgeführt. Bei Angaben zum entsprechenden Isolat steht die Nummer der 
Präparation (18) vor, die Passagezahl der Zellkultur (z. B. 10) hinter dem 




3.1.3 Subkultivierung von OSV-Zellen 
 
Nach Erreichen der Konfluenz des Zellrasens wurden die OSV-Zellen zur weiteren 
Vermehrung umgesetzt. Hierzu wurde zunächst das Kulturmedium abpipettiert und 
verbleibende Mediumreste mit PBS-CMF abgespült. Die Zellen wurden anschließend 
mit 0,25 %-iger Trypsin-Lösung bei 37 °C für ca. 20 sec inkubiert, die Trypsin-Lösung 
abgegossen und die Zellen durch Klopfen vom Kulturgefäß abgelöst. Nach Ablösung 
der Zellen vom Gefäßboden wurde der Vorgang gestoppt, indem das Trypsin durch 
Zugabe von Medium mit 10 % FCS inaktiviert wurde. Entsprechend ihrer weiteren 





Während der Wachstumsphase wurde das Kulturmedium (mit 10 % FCS) alle 2 - 3 
Tage gewechselt. 
 
Abbildung 5 zeigt mit Giemsa-Lösung gefärbte, unbehandelte OSV-Zellkulturen der 
Passage 18/13, die auf 60 mm Petriplatten (Greiner, Nürtingen) in 4 ml IBR-Medium 
gezogen wurden: A: 200.000 Zellen, B: 700.000 Zellen je Petrischale. Nach dem 
Abnehmen des Mediums wurden die Zellen vorsichtig zunächst bei Raumtemperatur 
(RT, 21°C) mit je 3 ml Methanol für 10 Minuten, und dann 3 mal mit je 3 ml A. bidest 
gespült. Die Giemsa-Lösung (Merck, Darmstadt) wurde mit A. bidest 1:10 verdünnt, 
anschließend wurden die Zellen mit je 3 ml der so verdünnten Färbelösung angefärbt 
und später 3 mal mit A. bidest abgespült. Die Aufnahmen wurden mit einem Kodak 
Gold Film 200 ISO mit Hilfe des inversen Lichtmikroskops (Zeiss, Oberkochen) bei 
20-facher Objektivvergrößerung gemacht.  
 












Abb. 5: Lichtmikroskopische Aufnahme von mit Giemsa angefärbten, unbehandel- 
 ten OSV-Zellkulturen (18/13), A: 200.000 Zellen pro Petrischale, 







3.1.4 Bestimmung der Zellzahl 
 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie unter 3.1.3 beschrieben 
abtrypsiniert und in 10 ml IBR-Medium resuspendiert. Nach Verdünnung eines 0,5 
ml-Aliquotes der Zellen mit 9,5 ml IsotonII wurde die Zellzahl mittels eines Coulter 





Die OSV-Zellen können über längere Zeit ohne sichtbare Veränderungen der 
Morphologie bzw. Vitalitätsverluste kryopräserviert werden (Degen, 1993a). Der 
Vorteil einer solchen Lagerungsmöglichkeit besteht vor allem darin, daß über längere 
Zeiträume mit Zellmaterial des gleichen Ursprungs gearbeitet werden kann. 
Die Kryopräservation ist ausführlich bei Foth (1992) beschrieben. Dazu wurden die 
Zellen wie unter 3.1.3 beschrieben abtrypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Je 1 x 106 
Zellen wurden in insgesamt 1,8 ml IBR-Medium (supplementiert mit 15 % FCS und 5 
% DMSO) in Polypropylen (PP)-Kryogefäße (Greiner, Nürtingen) aliquotiert. Die 
Zellen wurden zunächst für 24 h bei - 20°C, anschließend für weitere 24 h bei - 80 °C 
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei etwa - 160 °C in flüssigem 
Stickstoff gelagert.  
Zur Rekultivierung kryopräservierter Zellen wurden zwei dieser PP-Kryoröhrchen bei 
37 °C im Wasserbad schnell aufgetaut und die Zellen nach Aufnahme in 10 ml IBR-
Medium (10 % FCS) bei Raumtemperatur (21°C) für 5 min bei 920 x g zentrifugiert 
(Megafuge 1.0 R, Heraeus). Das nun von DMSO weitgehend befreite Zellpellet 
wurde in 10 ml Zellkulturmedium (10 % FCS) resuspendiert und in einer 25 cm2 
Kulturflasche ausgesät. Ein Mediumwechsel erfolgte am nächsten Tag.  
Alle im folgenden beschriebenen Versuche wurden mit Zellen durchgeführt, die nach 
Kryopräservation rekultiviert worden waren. Die Zellen wurden bei 37 °C und 12 % 








Die Zytotoxizität von OTA in OSV-Zellen wurde anhand der Bestimmung des 
zellulären Proteingehaltes mittels des Kenacidblau-Assays nach Knox et al. (1986) in 
96-well Mikrotiterplatten gemäß dem InVitTox-Protokoll Nr. 3 (1990) geprüft. Dieser 
Test nutzt die Tatsache, daß eine zytotoxische Substanz (unabhängig vom 
Mechanismus der Schädigung) die Zellvermehrung beeinträchtigt bzw. zum 
Absterben von Zellen führt und so die Zellzahl erniedrigt. Bei der Messung wird das 
weitgehend konstante Verhältnis zwischen Zellzahl, Proteingehalt der Zellen und 
Proteinanfärbung mit Coomassie-Blau genutzt (InVitTox-Protokoll Nr. 3, 1990).  
Die Bestimmung erfolgte photometrisch nach Inkubation der Zellen mit OTA und 
Vergleich mit Lösungsmittel-behandelten Kontrollen. 
15 x 103 Zellen wurden in 200 µl IBR-Medium (10 % FCS) pro well (Mulde) ausgesät 
und wuchsen für 21 h bei 37 °C und 12 % CO2 an („Anwachsphase“). Dieses 
Medium wurde gegen frisches Medium (0 % FCS) ausgetauscht, welches die 
Testsubstanzen OTA (in 0,1 M NaHCO3, pH 7,4) und/oder INDO (in 0,1 M NaHCO3 
pH 7,4/DMSO 90/10 (v/v)) bzw. Lösemittel in den gewünschten Konzentrationen 
enthielt (Endkonzentration an NaHCO3 bzw. NaHCO3/DMSO im Medium in allen 
wells: 1 % (v/v)). Wurden Doppelinkubationen mit Indometazin und OTA 
durchgeführt, wurden beide Substanzen gleichzeitig zugesetzt. 
Die Platten wurden mit den Testsubstanzen für 21 h bei 37 °C und 12 % CO2 
inkubiert („Behandlungsphase“) und nach Absaugen des Mediums dreimal mit PBS 
gewaschen. Zur Zellfixierung wurden pro well 200 µl Fixierlösung aufgegeben und 
die Platten 20 min lang auf einem Mikroplatten-Schüttler geschüttelt. Anschließend 
wurde diese Lösung abgegossen und die Platten erneut mindestens zweimal mit 
PBS gewaschen, bevor pro well 200 µl der frisch angesetzten Färbelösung zugesetzt 
und für weitere 30 min geschüttelt wurde. Nach Entfernen der Färbelösung wurden 
die Platten zweimal für je 5 min mit Waschlösung gewaschen und die Lösung 
dekantiert. Schließlich wurde in jedes well 200 µl Desorberlösung gegeben und 
erneut 20 min lang geschüttelt. Die Absorption wurde im Mikrotiterplatten-Lesegerät 
bei 570 nm gegen einen Referenzfilter von 405 nm gemessen. 
Die Bestimmung der Plattenhintergrund-Absorption erfolgte in wells, in welche keine 





(ohne Zellen) mit 10 % FCS im Medium wurden in jedes dieser wells 200 µl 
Nährmedium ohne FCS gegeben, die wells dann wie oben beschrieben 
weiterbehandelt. Die so gemessene Absorption wurde als Blindwert von den 
Absorptionen aller anderen wells abgezogen.  
 
Lösungen   
 
NaHCO3 0,1 M, pH 7,4 
 
840 mg NaHCO3 in 100 ml A. bidest lösen, mit 1 N HCl auf pH 7,4 einstellen 
 
 
Fixierlösung      Waschlösung 
 
50 % (250 ml) Ethanol und    10 % (50 ml)  Ethanol und  
  1 % (5 ml ) Eisessig lösen in      5 % (25 ml)  Eisessig lösen in 








Stammlösung: 0,2 g Coomassie-Blau in 315 ml A. bidest und 125 ml  
 Ethanol lösen 
Gebrauchslösung: pro zu färbende Platte je 22 ml Stammlösung 3 ml Eises- 
 sig zusetzen 
 
 
3.3 In vitro Mikronukleus-Test 
 
Theoretische Grundlagen und Prinzip der Methode 
 
Der in vitro Mikronukleus-Test ist ein Genotoxizitätstest an proliferierenden 
eukaryoten Zellen und dient der Erkennung Substanz-induzierter struktureller und 
numerischer Chromosomenaberrationen (Romagna, 1993). Diese manifestieren sich, 





Zellteilung, in der anschließenden Interphase als sogenannte Mikrokerne (Heddle 
und Salamone, 1981). Mikrokerne können, je nach Art der Schädigung des Erbgutes, 
azentrische Chromosomenfragmente (Wirkung klastogener Substanzen) bzw. ganze 
Chromosomen (Wirkung aneugener Substanzen wie Spindelgifte) enthalten (Adler, 
1984). Sie sind wie der Zellkern von einer Kernmembran umgeben, besitzen aber nur 
einen Bruchteil von dessen Größe. Die quantitative Erfassung mikrokernhaltiger 
Zellen wird als indirekter Meßparameter zur Untersuchung einer zytogenetisch 
wirksamen Substanz herangezogen (Romagna, 1993). 
Der Test beruht auf einer Fluoreszenzfärbung des genetischen Materials sowohl im 
Zellkern als auch in den Mikrokernen, nachdem proliferierende (OSV-) Zellen der 
Testsubstanz ausgesetzt wurden. Die Verwendung des interkalierenden Farbstoffes 
Acridin-Orange (Heddle et al., 1981) resultiert in der fluoreszenzmikroskopischen 
Auswertung bei Vorschaltung entsprechender Filter in einer intensiven Gelbfärbung 
der DNA, während das Zytoplasma schwach orange gefärbt ist.  
Eine Erhöhung der Empfindlichkeit dieses Testsystems wird mit der Zytokinese-
Blockierungsmethode mit Cytochalasin B erreicht (Fenech und Morley, 1985). 
Cytochalasin B verhindert nach erfolgter Karyokinese, also Kernteilung, die Teilung 
des Zytoplasmas. Die resultierenden Zellen weisen daher zwei Zellkerne auf und 
werden als „binukleäre Zellen“ bezeichnet. Damit sind sie eindeutig als 
teilungsaktive, vitale Zellen erkennbar.  
 
 
Behandlung der Zellen 
 
















genetische Schädigung und Proliferation
Proliferation
keine Zytokinese nach Kernteilung
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Abb. 6: Schematische Übersicht des in vitro-Mikronukleus-Testes. 
 Dargestellt sind neben den Versuchsphasen und deren Dauer die ent- 
 sprechenden Vorgänge auf zellulärer Ebene. MN: Mikronuklei; BNZ:  
 binukleäre Zelle 
 
 
Nach Kryopräservation rekultivierte OSV-Zellen der Präparation 18 wurden in 
Vorbereitung auf den in vitro-Mikrokerntest zur Vermeidung einer 
Mykoplasmeninfektion mit BM-Cyclin (in A. bidest, Boehringer, Ingelheim) behandelt 





Tetracyclin-Derivat BM-Cyclin 2: 10 ng/ml Medium für 4 d). Die Zellen wurden in IBR-
Medium (10 % FCS), wie in 3.1.3 beschrieben bis zur Passage 7-9 kultiviert.  
Danach wurden sie abgeerntet und die Zellzahl bestimmt (vgl. 3.1.3 bzw. 3.1.4).  
3,5 x 105 Zellen wurden auf sterile 8-well Objektträger (ICN Biomedicals, 
Meckenheim) in Quadripermschalen (Heraeus, Hanau) in je 5 ml IBR-Medium (10 % 
FCS) pro Kammer ausgesät. Die Zellen wurden für 23 h im Brutschrank gehalten 
(„Anwachsphase“) und nach Mediumwechsel für 6 h bei 37 °C und 12 % CO2 mit den 
Testsubstanzen behandelt („Behandlungsphase“).  
Die Testsubstanzen OTB und OT alpha wurden in den gewünschten Konzentrationen 
in DMSO gelöst, für die entsprechenden Testansätze wurde IBR-Medium mit 10 % 
FCS verwendet. Bei Doppelinkubationen mit INDO (in DMSO) wurden beide 
Substanzen gleichzeitig zugesetzt (Endkonzentration DMSO: max. 0,5 %, v/v). Für 
den Mikrokerntest mit OTA bei 0 % FCS im IBR-Medium wurde OTA in 0,1 M 
NaHCO3, pH 7,4 gelöst, INDO dagegen in Ethanol (Endkonzentration NaHCO3: 0,25 
% v/v; Endkonzentration Ethanol: 0,1 %, v/v). Als Kontrollen dienten jeweils die 
Lösungsmittel bzw. INDO in entsprechenden Konzentrationen. Nach der 
„Behandlungsphase“ wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen konnten 
sich in frischem Medium (10 % FCS) ohne Testsubstanzen für 1 h erholen 
(„Erholungsphase“).  
Anschließend wurde dem Nährmedium Cytochalasin B (in DMSO; Sigma, 
Deisenhofen) in einer Endkonzentration von 3 µg/ml zugesetzt und die Zellen weitere 
21 h in Medium mit 10 % FCS inkubiert („Zytokineseblockierungs-Phase“).  
Nach dieser Zeit wurde das Medium abgenommen, die Objektträger wurden mit PBS 
gewaschen und bei RT (21°C) für 2 min in Methanol vorfixiert. 
Anschließend wurden die Zellen für mindestens 1 h bei - 20°C in 96 %-igem 
Methanol auf den Objektträgern fixiert. In diesem Zustand sind sie bei 4°C für 
längere Zeit lagerfähig. 
Pro Dosisgruppe wurden n = 4 Objektträger in dieser Weise behandelt.  
 
 
Färbung der Präparate 
 
Vor der Färbung der Präparate wurden die Zellen bei RT (21°C) für mindestens 20 





Anschließend wurden sie mit Acridin-Orange Gebrauchslösung (in Soerensen-Puffer 
pH 6,8, Serva, Heidelberg) bei RT (21°C) für 5 min gefärbt. Die Objektträger wurden 
zweimal für je 5 min mit Soerensen-Puffer pH 6,8 gewaschen und schließlich in 





Die Auswertung der Objektträger erfolgte unter Eindeckung in Soerensen-Puffer pH 
6,8 mit einem Leitz Fluoreszenzmikroskop (Modell DMBR, Leica, Wetzlar) mit 
Phasenkontrast (Okularvergrößerung: 10; Objektivvergrößerung: 40, Neofluar; 
Osram HBO 50 W Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe; Anregungsfilter: BP 450-490 
nm; Sperrfilter LP 520; alles Leica, Wetzlar).  
Es wurden die gängigen Kriterien zur Auswertung von Mikrokerntesten befolgt 
(Eastmond und Tucker, 1989), d.h. je Objektträger wurden 1000 binukleäre Zellen 
ausgezählt, wobei jeder Mikrokern als Ereignis gewertet wurde, sofern er vom 
Zellkern klar abgegrenzt und deutlich kleiner als dieser war. Außerdem wurden nur 
solche Zellen ausgewertet, die keine Anzeichen von Karyorrhexis aufwiesen.  
Für jede Behandlungsgruppe wurden zusätzlich die Anteile binukleärer Zellen 
bestimmt, indem pro 300 Zellen/Objektträger die Anzahl der Zellen mit zwei Kernen 
gezählt wurde.  
 
 
Lösungen   
 
Soerensen-Puffer (33 mM Na2HPO4/ 33 mM KH2PO4, pH 6,8 bzw. 8,0 
 
(1) Herstellung einer 66 mM Na2HPO4-Lösung: 4,68 g in 500 ml A. bidest lösen 
 (2) Herstellung einer 66 mM KH2PO4-Lösung: 4,49 g in 500 ml A. bidest lösen 







Stammlösung (0,1 %-ig):  100 mg Acridin-Orange in 100 ml A. bidest lösen 
 Gebrauchslösung:  Stammlösung 1:15 mit Soerensen-Puffer pH 6,8 ver- 
  dünnen (4,5 ml Stammlösung + 67,5 ml Puffer) 
 
 
3.4 Messung des intrazellulären pH-Wertes 
 
Theoretische Grundlagen und Prinzip der Methode 
 
Die Messung des intrazellulären bzw. zytoplasmatischen pH-Wertes erfolgte mittels 
an konfokale Laser Scanning-Mikroskopie gekoppelte Ratio-Fluorimetrie (Bright et 
al., 1987) unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes BCECF [2´,7´-bis-(2-
carboxyethyl)-5 (und 6)-carboxyfluorescein] (Wehner et al., 1993; Slayman und 
Moussatos, 1994; Weill et al, 1994). 
Dieses Fluorescein-Derivat wird als neutraler, lipophiler Acetoxymethyl-Ester 
(BCECF-AM) von den Zellen aufgenommen und durch zelluläre Esterasen 
hydrolysiert, wodurch BCECF freigesetzt wird.  
Mit einem pKa-Wert von 6,98 besitzt dieses bei physiologischem pH-Wert 4-5 
negative Ladungen und wird in dieser Form in den Zellen retiniert (Haugland und 




































Abb. 7: Strukturformeln von BCECF-Acetoxymethylester (BCECF-AM) und unver- 
 estertem BCECF.  A: Acetylrest, AOCH2: Acetoxymethylrest.  
 Modifiziert nach Slayman und Moussatos, 1994. 
 
 
Der in den mikroskopisch beobachteten Zellen retinierte Farbstoff wird von zwei 
Laserstrahlen unterschiedlicher Wellenlängen (λ1 und λ2) angeregt, wobei λ1 nahe 
des Absorptionsmaximums (505 nm) und λ2 nahe des isosbestischen Punktes (439 
nm) von BCECF gewählt wird (Haugland und Larison, 1992). Die dadurch vom 
Farbstoff emittierten Fluoreszenzintensitäten sind durch Anregung mit λ1 pH-Wert-
abhängig bzw. mit λ2 pH-Wert-unabhängig. Das Verhältnis dieser beiden 
Emissionsintensitäten wird kontinuierlich über ein computergesteuertes bildgebendes 
Verfahren gemessen und gespeichert. Bei Versuchsende ermöglicht ein Zusatz des 
K+-Ionophors Nigericin zu den gefärbten Zellen eine intrazelluläre Kalibrierung mit 
Eichlösungen verschiedener pH-Werte und hohem K+-Gehalt (Thomas et al, 1979). 





intrazelluläre pH-Wert einzelner Zellen ebenso wie mögliche Veränderungen über die 
Zeit automatisch bestimmt werden.  
 
 
Kultivierung der OSV-Zellkulturen 
 
Nach Kryopräservation rekultivierte OSV-Zellen der Präparation 18 wurden in IBR-
Medium (10 % FCS) bei 37 °C und 12 % CO2 bis zur Passage 8-10 in Kulturgefäßen 
kultiviert. 24 h vor Messung des pH-Wertes wurden sie abtrypsiniert und je 400.000 
Zellen in 2 ml IBR-Medium (10 % FCS) auf runde sterile Deckgläschen (Ø 18 mm, 
Assistent) ausgepflanzt, die mit einem Tropfen Collagen R (Serva) am Boden kleiner 
Petrischalen (35 x 10 mm, Greiner) befestigt wurden. Dadurch wurde gewährleistet, 
daß die Zellen nur an einer Seite der Deckgläschen anhaften, eine Voraussetzung für 
die spätere mikroskopische Auswertung der Präparate. 
 
 
Beladen der Zellen 
 
Bei Versuchsbeginn wurden die bepflanzten Deckgläschen mit einer Pipette 
vorsichtig von der unterliegenden Petrischale abgenommen und in frische 
Petrischalen mit je 1 ml IBR-Medium (10 % FCS) verbracht, das durch Begasung mit 
Carbogen auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt worden war. Im Dunkeln gelagertes 
BCECF-AM (Molecular Probes, Eugene, USA) in DMSO wurde dem Präparat in einer 
Endkonzentration von 10 µM (Endkonzentration DMSO: 0,3 %, v/v) zugesetzt und 





Unmittelbar im Anschluß an die 30-minütige Färbung wurde das entsprechende 
Zellpräparat in BCECF-freiem IBR-Medium (10 % FCS) gründlich gewaschen und 





Die Fluoreszenzemission wurde durch Bestrahlung der Zellen mit einem Argon-Ionen 
Laser (Ion Laser Technology, Salt Lake City, USA) bei 488 nm bzw. einem Helium-
Cadmium Laser (Modell 4310 N, Liconix, Santa Clara, USA) bei 442 nm angeregt. 
Die einzelnen Zellen wurden unter einem mit der konvokalen Laserscan-Einheit 
(MRC-600, BioRad, Hemel, Hampstead, England) gekoppelten Standard-Mikroskop 
(Diaphot, Nikon, Düsseldorf) mit einem 6,3 x Neofluar Objektiv (Zeiss, Oberkochen) 
beobachtet; Bilder der jeweils emittierten Fluoreszenz wurden alle 60 sec 
aufgenommen und die Daten von einem Mikrocomputer (RM Nimbus AX/2, Oxford, 
England; Meßprogramm COMOS, BioRad, Hemel, Hampstead, England) digitalisiert 
und ausgewertet. 
Während der 30-minütigen Messung wurden die Zellen kontinuierlich mit auf 37 °C 
erwärmtem und mit Carbogen begastem IBR-Medium (10 % FCS) mit 2,5 ml/min 
überströmt, in welchem die Testsubstanzen gelöst waren. 
Eingesetzt wurden die Testsubstanzen OTA 20 bzw. 30 µM sowie Indometazin in 50 
µM Konzentration jeweils einzeln sowie in Kombination. Die Substanzen wurden in 
DMSO gelöst, der Anteil an DMSO betrug in allen Versuchsansätzen 0,2 %, v/v. 
Unmittelbar vor und nach der Messung wurden die Zellen für einige Minuten mit 
erwärmtem Zellkulturmedium mit 10 % FCS ohne Testsubstanzen überströmt 
(Vorlauf- bzw. Nachlaufphase). 
 
 
Eichung der Messungen  
 
Im Anschluß an die Nachlaufphase erfolgte die Eichung. Dazu wurde den Zellen das 
K+-Ionophor Nigericin (Endkonzentration 10 µM) in Kombination mit Eichlösungen 
verschiedener pH-Werte (pH 6.4; 7.2; 7.8) und hohem K+-Gehalt (140 mM) in 10 mM 
HEPES-Puffer zugesetzt. 
Die Emissionsintensitäten wurden nach so erzielter Equilibrierung von extra- und 
intrazellulärem pH-Wert wie oben beschrieben bestimmt und der vormalige 
intrazelluläre pH-Wert anschließend computergesteuert berechnet und automatisch 
in Microsoft Excel Tabellen übertragen.  
Die oben beschriebenen Versuche wurden in Zusammenarbeit mit und am Max-





3.5 Untersuchungen zum Metabolismus von OTA in OSV-Zellen 
 
Behandlung der Zellen  
 
Zur Untersuchung einer möglichen Metabolisierung von OTA durch OSV-Zellen 
wurden Zellen der Präparation 18/10 herangezogen. Je 1,3 Mio. Zellen wurden in 10 
ml Zellkulturmedium mit 10 % FCS in Petrischalen über Nacht angezogen. Das 
Medium wurde abgenommen und gegen 7 ml frisches Medium mit 10 % FCS 
ausgetauscht, welches die Testsubstanzen (in DMSO) in folgenden Konzentrationen 
enthielt: OTA 15 µM bzw. OTA 15 µM und Indometazin 50 µM; die Konzentration von 
DMSO betrug in allen Ansätzen 0,22 % (v/v). 
Zur Beurteilung einer möglichen Veränderung bzw. Zersetzung während der 
Aufarbeitung wurde OTA (15 µM) in Medium ohne Zellen inkubiert, sowie Zellen in 
Medium (zur Beurteilung möglicher, nicht von OTA, von sondern von normalem 
Zellmetabolismus herrührender HPLC-Peaks) und OT alpha (105 nM) zur 
Beurteilung der Extraktionseffizienz (bzgl. des Entstehens möglicher untoxischer 
Metabolite) eingesetzt. 
Je Behandlungsgruppe wurden 2 Petrischalen angesetzt, die Ansätze wurden für 6 
bzw. 24 h bei 37°C inkubiert. Tabelle 1 zeigt einen Überblick über die 
Behandlungsgruppen. 
 
Gruppe: Zellen:  Behandlung mit: Behandlungsdauer: 
1 18/10 OTA 15 µM 6 h 
2 18/10 OTA 15 µM  24 h 
3 18/10 OTA 15 µM/INDO 50 µM 6 h 
4 18/10 OTA 15 µM/INDO 50 µM 24 h 
Kontrollen: 
5  --  OTA 15 µM 6  
6 18/10  --  24 h 
7  --  OT alpha 105 nM 24 h 
Tab. 1: Überblick über die einzelnen Behandlungsgruppen zur Untersuchung  







Extraktion und Analytik 
 
Die Aufarbeitung der Ansätze erfolgte leicht modifiziert nach Rosner (1997, pers. 
Kommunikation) bzw. Hult et al. (1982) und Beker und Radic (1991). 
Nach Beendigung der Inkubation wurden je Ansatz 5 ml Zellkulturmedium 
abgenommen. Zur Lösung einer Bindung des OTA an Proteine des 
Zellkulturmediums wurden 25 ml eines Gemisches von 0,1 M MgCl2 / 0,05 M HCl 
zugegeben. Die Suspension wurde mit 15 ml Chloroform versetzt und für 30 min bei 
35 U / min und RT (21°C) am Rotator durchmischt. Anschließend wurde das 
Gemisch unter Kühlung (10°C) bei 1600 x g für 20 min zentrifugiert (Heraeus-
Zentrifuge) und die Chloroformphase entnommen. Im Anschluß daran erfolgte eine 
zweite Chloroformextraktion unter den oben beschriebenen Bedingungen. Die 
Chloroformphasen wurden vereinigt und bei 40°C am Rotationsverdampfer 
eingeengt. Der Rückstand wurde in 1 ml mobile Phase aufgenommen und im 
Ultraschallbad gelöst. Nach der anschließenden 30-minütigen Zentrifugation (14.000 
rpm, Eppendorf-Zentrifuge) bei RT (21°C) wurde der Überstand abgenommen und 
bis zur Analyse mittels HPLC in Bördelgefäßen mit Septumdeckel verschlossen bei 
4°C aufbewahrt.  
 
Die Analyse der so gewonnenen Extrakte wurde wie in 3.9.2.2. beschrieben mittels 
HPLC durchgeführt.  
Abbildung 8 zeigt die Wiederfindung von OTA in % der eingesetzten Konzentration 
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Abb. 8: Wiederfindung an OTA in % der eingesetzten Konzentration (15 µM)  
 nach Inkubation mit OSV-Zellen und Chloroformextraktion. Dargestellt  




3.6 Untersuchungen zur Proteinbindung von 3H-OTA und 14C- 
 Indometazin (INDO) 
 
Aus der Literatur ist bekannt, daß sowohl OTA (Chu, 1971; Hagelberg und Hult, 
1989; Galtier 1991) als auch Indometazin (Hucker et al., 1966; Hvidberg et al., 1972; 
Ekman et al., 1980) an Plasmaproteine binden können. Mit den im folgenden 
beschriebenen Versuchsansätzen sollte untersucht werden, inwieweit OTA bzw. 
INDO an Proteine des Zellkulturmediums (je nach Fragestellung enthielt ja das 
Medium 2,5 bzw. 10 % FCS) binden. Proteingebundenes OTA bzw. INDO werden 
vermutlich nicht in die Zellen aufgenommen und werden daher nicht wirksam. 
Außerdem sollte überprüft werden, inwieweit ein INDO-Zusatz eine Verdrängung des 
OTA aus dieser Bindung bewirkt bzw. ob möglicherweise vice versa OTA das INDO 
aus einer solchen Bindung zu drängen vermag.  
Im ersteren Fall würde OTA dann in höherem Maße in der ungebundenen, freien 





genotoxisch wirken können. Ziel war somit die Bestimmung des Anteils an 
physiologisch aktiver, ungebundener Substanz.  
In der Literatur beschriebene Verfahren dazu umfassen beispielsweise Equilibriums-
Dialyse (Chu, 1971), Ultrazentrifugation oder Gel-Filtration (Kurz et al., 1977). 
Daneben wird zunehmend auch die Methode der Ultrafiltration angewandt, der in der 
Literatur gleiche Genauigkeit bei der Bestimmung des nicht proteingebundenen 
Anteils bestätigt wird wie der Gleichgewichts-Dialyse (Sophianopoulos et al., 1978). 
 
Für die Versuche wurden radioaktiv markiertes OTA (3H-OTA) sowie INDO (14C-
INDO) eingesetzt. Ein von der Firma Sipan entwickeltes System (Vivaspin 4 ml 
Konzentrator) erlaubt per Ultrafiltration in einer Zentrifuge die Trennung von 
proteingebundener, auf speziellen Filtern zurückgehaltener Substanz von der ins 
Ultrafiltrat abzentrifugierten ungebundenen Substanz. Die Anteile an ungebundener 
Substanz im Ultrafiltrat sind mittels LSC (vgl. 3.9.4) quantifizierbar. Die Versuche 
wurden in (zellfreiem) Kulturmedium durchgeführt. 
 
 
3.6.1 Bestimmung von freiem und proteingebundenem 3H-OTA und 14C-INDO  
 mittels Ultrafiltration 
 
Die Trennung von freier und proteingebundener Substanz erfolgte mittels 
Ultrafiltration. Dazu wurde ein kommerziell erhältliches System verwendet: Die 
Vivaspin 4 ml Konzentratoren der Firma Sipan können ein Volumen von maximal 4 
ml aufnehmen und sind mit einer Biomax-Polysulphon-Trennmembran der 
Porengröße 10.000 Da ausgestattet. 
 
Für die Bindungs- bzw. Kompetitionsstudien mit radioaktiv markiertem OTA wurden 
4,5 ml zellfreies, steriles Kulturmedium mit 2,5 bzw. 10 % FCS-Gehalt (vgl. 3.1.1) mit 
3H-OTA (in Ethanol, spezif. Aktivität: 3,9 Ci / mmol) zu 1,01 µCi (500.000 dpm/ml) 
versetzt und nicht radioaktiv markiertes OTA (in Ethanol) in verschiedenen 
Konzentrationen (30, 20, 10, 5 µM) zugegeben. Bei Kompetitionsstudien wurde 
gleichzeitig mit OTA auch nicht markiertes Indometazin (in DMSO) in 50 µM 
Endkonzentration zugegeben. Der Anteil an Ethanol / DMSO betrug in allen 






Für die Bindungs- bzw. Kompetitionsstudien mit radioaktiv markiertem Indometazin 
wurden analog ebenfalls 4,5 ml zellfreies, steriles Kulturmedium (FCS-Gehalt 2,5 
bzw. 10 %) mit 14C-INDO (in Ethanol, spezif. Aktivität: 22,3 mCi/mmol) zu 0,2 µCi 
(100.000 dpm/ml) versetzt und nicht radioaktiv markiertes INDO (in Ethanol) in 
verschiedenen Konzentrationen (10, 25, 50 µM) zugegeben. Bei Kompetitionsstudien 
wurde gleichzeitig mit INDO nicht markiertes OTA (in Ethanol) in 5 bzw. 30 µM 
Konzentration zugegeben. Der Anteil an Ethanol betrug in allen Ansätzen 0,245 % 
(v/v). 
 
Diese Gemische wurden bei 37°C im Wasserbad zur Gleichgewichtseinstellung für 3 
h inkubiert. Anschließend wurden je 4 ml des jeweiligen Reaktionsgemisches 
entnommen und in Vivaspin 4 ml Konzentratoren (Sipan) pipettiert. Die 
Konzentratoren wurden in 15 ml-Falcon-Röhrchen gesteckt und bei RT (21°C) in 
einer Zentrifuge (Minifuge 2, Heraeus) mit Schwingrotor (Typ 3350, Heraeus) für 5 
min bei 3.860 x g zentrifugiert. Nach dieser Zeit ergaben sich ca. 1,5 ml Ultrafiltrat. 
Hiervon wurden je 1 ml in Scintillationsgefäße verbracht, mit jeweils 2 ml 
Scintillationscocktail versetzt und über Nacht kühl und dunkel aufbewahrt. Am 
folgenden Tag erfolgte eine Quantifizierung der Radioaktivität im Ultrafiltrat mittels 
Flüssigszintillationszählung (vgl. 3.9.4). 
Die Umrechnung der erhaltenen Radioaktivität in µmol erfolgte aufgrund der 
unterschiedlichen spezifischen Aktivitäten der jeweils eingesetzten Stammlösungen 
(Mischung markierte / unmarkierte Substanz). Der Anteil an ungebundener Substanz 
(Ultrafiltrat) konnte so direkt ermittelt werden, der Anteil an gebundener Substanz 
ergab sich aus der Subtraktion des freien Anteils von der eingesetzten 
Gesamtmenge.  
 
Da die unspezifische Filterbindung sowohl für 3H-OTA als auch für 14C-INDO mit 0,1 
‰ als extrem niedrig ermittelt wurde, konnte darauf verzichtet werden, die erhaltenen 







Die Bestimmung des Proteingehaltes im Zellkulturmedium sowie in 
Schafsamenblasen-Mikrosomen (vgl. 3.8.1.1) erfolgte nach der Methode von 
Bradford (1976) unter Verwendung von bovinem Serumalbumin als Standard. Der 
Test wurde mittels eines kommerziell erhältlichen Kits (Bio-Rad, München) 
durchgeführt. Das Testprinzip beruht darauf, daß sich nach Proteinbindung das 
Absorptionsmaximum des Farbstoffes Coomassie-Blau von 465 nach 595 nm 
verschiebt. Zellkulturmedium mit 2,5 % FCS sowie Schafsamenblasen-
Mikrosomensuspension wurden zur Proteinbestimmung unverdünnt eingesetzt, 
Medium mit 10 % FCS wurde zuvor 1:5 mit A. bidest verdünnt. 
Je 20 µl dieser Testlösungen wurden mit 980 µl einer 1:5 Verdünnung des sauren 
Farbstoffkonzentrates vermischt und nach 5 Minuten bei RT (21°C) die Absorption 
bei 595 nm gemessen. Unter den gleichen Bedingungen wurde eine Eichkurve mit 




3.7 Synthese von Ochratoxin alpha (OT alpha) 
 
3.7.1 Enzymatische Hydrolyse von Ochratoxin A  
 
Die enzymatische Hydrolyse von Ochratoxin A zum Isokumarin-Derivat Ochratoxin 
alpha (OT alpha) wurde in Anlehnung an Pitout (1969 a, b) durchgeführt. Hierbei wird 
mittels der Protease Carboxypeptidase A (E.C. 3.4.17.1) der Phenylalanin-Anteil des 
Mykotoxins hydrolytisch abgespalten. Aufgrund der beschriebenen Empfindlichkeit 
des in Puffer gelösten Mykotoxins für UV-Licht (Pitout, 1969 a) wurde weitgehend 
unter Tageslichtausschluß gearbeitet. 
10 mg Ochratoxin A wurden in 110 ml Puffer (0,1 M NaCl / 0,02 M TRIS, pH 7,5) 
gelöst (entspricht 225 µM). 
Nach Zusatz von Carboxypeptidase A (308 Units, entspricht 6,048 mg oder 54,98 
µg/ml) wurde das Reaktionsgemisch in einem Wasserbad bei 25 °C unter Schütteln 





Zum Nachweis der Umsetzung zu OT alpha wurden nach verschieden langen 
Inkubationszeiten (0; 2,5; 24; 48 h) Aliquots von je 350 µl entnommen. Je 50 µl 
davon wurden für eine spätere HPLC-Analyse mit eisgekühltem reinem Ethanol ad 
80 Vol.% versetzt, zur Proteinfällung über Nacht bei -20°C gehalten und 
anschließend bei 16 000 x g zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge). Der Überstand 
wurde einer HPLC-Analyse unterzogen (siehe 3.9.2.2.).  
Weitere 50 µl wurden unverdünnt auf eine analytische DC-Platte aufgetragen und 
entwickelt (siehe 3.9.2.1).  
Zweimal je 100 µl der Inkubationsansätze wurden 1:10 mit 96 %-igem Ethanol 
verdünnt und das Absorptionsspektrum im Dioden-Array Spektrophotometer 
bestimmt (siehe 3.9.1).  
 
 
Puffer:  0,1 M NaCl / 0,02 M Tris, pH 7,5 
 
Herstellung einer 0,2 M NaCl-Lösung: 5,84 g NaCl in 500 ml A. bidest lösen 
Herstellung einer 0,04 M TRIS-Lösung: 2,42 g TRIS in 500 ml A. bidest lösen 
 beide Lösungen zusammengeben, mit 1 N HCl auf pH 7,5 einstellen 
 
 
3.7.2 Aufreinigung von OT alpha 
 
Nach beendigter Inkubation wurde das Reaktionsgemisch mit 1 N HCL auf einen pH-
Wert von 2,0 angesäuert und dreimal mit dem doppelten Volumen Chloroform 
extrahiert. Die das OT alpha enthaltenden Chloroformphasen wurden vereinigt und 
bei RT (21°C) im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde in 6 ml 
Chloroform aufgenommen, jeweils 2 ml davon wurden strichförmig auf eine 
präparative DC-Platte aufgegeben (PSC-Kieselgel 60) und entwickelt (siehe 3.9.2.1). 
Die unter UV-Licht (366 nm) blau fluoreszierenden Banden (OT alpha) der einzelnen 
Platten wurden abgekratzt und vereinigt. Das Kieselgel wurde mit 200 ml Methanol 
über einer G4-Fritte eluiert, das Eluat bei RT (21°C) im Vakuum abgedampft. Der 
verbleibende Niederschlag wurde mit HCl-gesättigtem Chloroform solange eluiert, bis 
im Niederschlag unter UV-Bestrahlung (366 nm) keine Fluoreszenz mehr 





zur Trockne eingedampft, der Rückstand in 10 ml Chloroform aufgenommen und der 
unlösliche Rest bei 1000 x g (Heraeus Zentrifuge) abzentrifugiert, mehrmals mit 
Chloroform gewaschen und die vereinigten Chloroformphasen wiederum bei RT 
(21°C) im Vakuum eingeengt. Der Rückstand wurde mit 1 ml Ethanol versetzt und im 
Wasserbad bei 60°C vollständig gelöst. Die Lösung wurde über Nacht bei - 20°C 
gehalten. Die abgesetzten weißen Kristalle wurden in Chloroform gelöst, welches bei 
RT (21°C) unter N2 bis zur Trockne eingeengt wurde. OT alpha wurde in dieser 
Pulverform unter Argon aufbewahrt und bei Bedarf in Lösemittel gelöst.  
Die Bestimmung der Reinheit des so gewonnenen OT-alpha erfolgte mittels HPLC 
(siehe 3.9.2.2.), die Quantifizierung gelöster Aliquots spektrophotometrisch wie in 
3.9.1 beschrieben.  
Die Ausbeute an OT alpha betrug zwischen 40 und 60 %. Ein typisches HPLC-Profil 
ist in Abbildung 10 gezeigt. 
 
 
3.8 Untersuchungen zur Metabolisierung durch Peroxidasen 
 
 
3.8.1 Umsetzung von OTA mit Prostaglandin H Synthase (PHS) 
 
Für Studien zur Umsetzung von OTA durch die Peroxidase PHS wurden als 
Enzymquelle Schafsamenblasen-Mikrosomen (ram seminal vesicle microsomes, 
RSVM) eingesetzt, denn sie weisen eine besonders hohe enzymatische Aktivität auf 
(Wild und Degen, 1987). 
 
 
3.8.1.1 Präparation von Schafsamenblasen-Mikrosomen (RSVM) 
 
Samenblasen wurden im örtlichen Schlachthof von frisch geschlachteten 
Schafböcken entnommen und in PBS-CMF-Puffer auf Eis gelegt. Anschließend 
wurden sie von Fett und Bindegewebe befreit und vakuumverpackt in flüssigem 






Schafsamenblasen-Mikrosomen (RSVM) wurden, wie bei Wild und Degen (1987) 
beschrieben, gewonnen. Für die Präparation wurden die gefrorenen Organe 
zerkleinert und das Geschabsel in das dreifache Volumen Puffer (TRIS / HCl 0,1 M, 
pH 7,5; Saccharose 0,25 M) aufgenommen. Nach Aufschluß im Ultraturrax (Stufe 6, 
10 min) wurde das Homogenat für 15 min bei 4°C mit 12000 x g zentrifugiert (Rotor 
JA 20, Kühlzentrifuge J2-21, Beckmann). Das Pellet wurde verworfen und der 
postmitochondriale Überstand für 60 min bei 4°C mit 100000 x g zentrifugiert (Rotor 
TI 50/2,Ultrazentrifuge TGA-50, Kontron). Der das Cytosol enthaltende Überstand 
wurde verworfen und das mikrosomale Pellet in einem Volumen Puffer (s.o.) 
resuspendiert. Nach Aliquotierung wurde die Suspension in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -70°C aufbewahrt. 
Der Proteingehalt der RSVM wurde nach Bradford (1976) mit dem BIO-RAD-Protein-
Assay gegen bovines Serumalbumin als Standard bestimmt (vgl. 3.6.2). 
Zur Bestimmung der Cyclooxygenase-Aktivität der Mikrosomenpräparationen wurde 
der Arachidonsäure-abhängige Sauerstoffverbrauch mittels einer Clark-Elektrode im 
Gilson-Oxygraph gemessen (Degen et al. 1986; Clark 1993). Die Aktivität wurde 




Puffer:  0,1 M Tris/HCl, pH 7,5/0,25 M Saccharose 
 
12,11 g TRIS in 1 l A. bidest lösen, mit 1 N HCl auf pH 7,5 einstellen 





Die Inkubationen wurden in 2,0 ml Gesamtvolumen durchgeführt (Kaliumphosphat-
Puffer 0,05 M, pH 7,5). Wenn nichts anderes angegeben ist, enthielten die Ansätze 
OTA in 50 µM Konzentration; in radioaktiven Ansätzen wurde ferner jeweils 1 µCi 3H-
OTA (spez. Aktivität: 3,9 Ci / mmol) zugesetzt.  
Nach Angaben der Herstellerfirma befinden sich ca. 85 % der Tritiummarkierung im 





PHS wurde den Ansätzen zu je 1,0 mg zugesetzt, Arachidonsäure (gelöst in Ethanol) 
in einer Endkonzentration von 100 µM. Die Inkubation und nachfolgende 
Aufarbeitung sowie Analyse der Ansätze mit radioaktiv markiertem OTA sind 
schematisch in Abbildung 9 dargestellt. 
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Abb. 9: Schema der Inkubation, Aufarbeitung und Analyse der  
 Inkubationsansätze von 3H-OTA mit PHS bzw. HRP 
 
 
Im Anschluß an eine etwa dreiminütige Präinkubation bei Raumtemperatur wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 100 µM Arachidonsäure (ARA) gestartet. Die Ansätze 
wurden anschließend für 5 Minuten bei 37 °C unter Schütteln im Wasserbad 
inkubiert. Gestoppt wurden die OTA-Inkubationen durch Zugabe von 8 ml 
eisgekühltem Ethanol. 
Parallel dazu wurden verschiedene Kontrollansätze inkubiert. Diese enthielten neben 
dem Lösungsmittel und OTA entweder hitzeinaktiviertes Enzym (10 min / 100 °C) 





Zur Hemmung der Cyclooxygenase-Aktivität der PHS wurde manchen 
Inkubationsansätzen 70 µM Indometazin zugesetzt.  
Zur Kontrolle der Inkubationsbedingungen wurden auch Ansätze mit dem nicht 
radioaktiv markierten synthetischen Östrogen trans-Diethylstilbestrol (E-DES) 
inkubiert, das ein bekanntes Substrat der PHS ist (Degen et al., 1983). Die 
Inkubationsbedingungen, Aufarbeitung und Analyse dieser Proben sind unter 3.8.3 
bzw. 3.9.2.2 beschrieben. 
 
Puffer: 0,05 M Kaliumphosphat, pH 7,5 
 
(1) Herstellung einer 0,1 M K2HPO4-Lösung: 8,7 g in 500 ml A. bidest lösen 
 (2) Herstellung einer 0,1 M KH2PO4-Lösung: 6,8 g in 500 ml A. bidest lösen 
  Lösung (1) mit Lösung (2) auf pH 7,5 einstellen 
 
 
3.8.1.3 Aufarbeitung und Analyse nicht radioaktiver Ansätze 
 
Zur Fällung des mikrosomalen Proteins wurden die Inkubationsansätze mit dem 
vierfachen Volumen (8 ml) an eisgekühltem Ethanol versetzt und über Nacht kühl 
gelagert (18 h/-20 °C). Anschließend wurden die Ansätze zentrifugiert (5 min, 4 °C, 
1700 x g, Megafuge 1.0 R) und die Überstände abgenommen, während das Pellet 
verworfen wurde. Diese Überstände wurden mit mobiler Phase, wie sie für die HPLC-
Analyse von OTA verwendet wurde, verdünnt und mittels HPLC analysiert (vgl. 
3.9.2.2). Die Gehalte an OTA bzw. an bekannten Metaboliten / Derivaten wurden 
mittels jeweils aktuell hergestellter Eichkurven ermittelt.  
 
3.8.1.4 Aufarbeitung und Analyse radioaktiver Ansätze 
 
Nach wie unter 3.8.1.2 durchgeführter Inkubation wurde das mikrosomale Protein wie 






Aufarbeitung der Proteinpellets 
 
Jedes Pellet wurde einmal mit 1 ml Ethanol gewaschen und der Überstand nach 
Zentrifugation (5 min, 4°C, 1700 x g, Megafuge 1.0 R) mit dem restlichen Überstand 
des jeweiligen Ansatzes vereinigt. 
Anschließend wurden die Pellets mit je 1 ml 1 N NaOH versetzt und im Wasserbad 
bei 50 °C unter Schütteln 2 h lang solubilisiert. Aliquots von je 950 µl wurden mit 2 ml 
Scintillator versetzt und der Flüssigszintillationszählung unterworfen (vgl. 3.9.4).  
 
 
Aufarbeitung der Überstände 
 
Die ethanolischen Überstände wurden nach Verdünnung mit mobiler Phase, die zur 
HPLC-Trennung eingesetzt wurde (pH 2,5, vgl. 3.9.2.2), zunächst einer direkten 
Analyse durch HPLC unterworfen und zur Bestimmung des OTA-Gehaltes an mit 
entsprechenden Eichkurven verglichen. Zur Aufkonzentrierung wurden die 
Überstände anschließend im Dunkeln bei 50 °C im Wasserbad für ca. 2 h unter N2 
bis zur Trockne eingedampft und anschließend in 4 ml mobile Phase aufgenommen, 
in Bördelgefäße mit Septendeckeln pipettiert und luftdicht verschlossen bis zur 
HPLC-Analyse bei 4 °C gelagert. Diese Konzentrate wurden mittels HPLC und 
anschließender Fraktionierung des Eluates analysiert (vgl. 3.9.2.2). Die pro Fraktion 
enthaltene Radioaktivität wurde mittels Flüssigszintillationszählung (vgl. 3.9.4) 
bestimmt.  
Ferner wurde eine Analyse mittels Dünnschichtchromatographie (vgl. 3.9.2.1) 
durchgeführt und die enthaltene Radioaktivität anschließend durch eine 
Autoradiographie (vgl. 3.9.3) qualitativ ermittelt.  
Zur Bestimmung von Wiederfindung und Verteilung der Radioaktivität wurden 
entsprechende Aliquots der Überstände bzw. des solubilisierten Proteins entnommen 






3.8.2 Umsetzung von OTA mit Meerrettichperoxidase (HRP) 
 
Außer der Umsetzung von OTA mit PHS wurde das Toxin auch einer Inkubation mit 
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) unterworfen. Dieses Enzym 
konnte im Gegensatz zu den PHS-haltigen Schafsamenblasen-Mikrosomen in 
hochreiner Form eingesetzt werden. Eine mögliche Proteinbindung des Substrates 





Inkubation und nachfolgende Aufarbeitung sowie Analyse der Ansätze mit radioaktiv 
markiertem OTA sind schematisch in Abbildung 9 dargestellt.  
In je 2 ml Tris-Puffer (0,01 M, pH 7,2) wurden jeweils 50 µM OTA und 100 ng (0,019 
units) HRP nach Zugabe von 330 µM H2O2 für 60 min bei 25 °C im Wasserbad 
inkubiert. Radioaktive Ansätze enthielten ebenfalls jeweils 1 µCi 3H-OTA (spezif. 
Aktivität: 3,9 Ci / mmol). Die Inkubation wurde gestoppt, indem die Ansätze auf Eis 
gelagert wurden und je 2 ml mobile Phase (vgl. 3.9.2.2) zugesetzt wurden. 
Parallel wurden Kontrollansätze ohne H2O2, ohne Enzym bzw. ohne H2O2 und 
Enzym durchgeführt. Auch hier wurde unter gleichen Bedingungen zu 
Kontrollzwecken der Umsatz von E-DES mit HRP analysiert (Degen und McLachlan, 
1985; vgl. 3.8.3). 
 
 
3.8.2.2 Aufarbeitung und Analyse radioaktiver Ansätze 
 
Zur Inaktivierung des Enzymproteins wurden die Ansätze mit einem Volumen (2 ml) 
an mobiler Phase (pH 2,5) versetzt und über Nacht kühl gelagert (18 h/-20 °C). 
Anschließend wurden die Ansätze zentrifugiert (5 min, 4 °C, 1.700 x g, Megafuge 1.0 
R) und die Überstände abgenommen, während das Pellet verworfen wurde. Die 
Überstände wurden in mobiler Phase verdünnt und mittels HPLC-Analyse untersucht 
(3.9.2.2). Die Gehalte an OTA bzw. an bekannten Metaboliten wurden mittels jeweils 
aktuell hergestellter Eichkurven ermittelt. Im Anschluß an die Fluoreszenzdetektion 





Radioaktivität mittels Flüssigszintillationszählung (vgl. 3.9.4) bestimmt. Weiterhin 
wurden Aliquots der nach 3.8.2.2 erhaltenen Überstände 
dünnschichtchromatographisch untersucht und die Radioaktivitätsverteilung mittels 
Autoradiographie (vgl. 3.9.3) qualitativ ermittelt. 
 
 
3.8.3 Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol (E-DES) mit PHS und HRP 
 
Umsetzung von E-DES mit mikrosomaler PHS  
 
Die Inkubationen mit DES (Endkonzentration 50 µM) wurden, analog wie für OTA 
unter 3.8.1.2 beschrieben, durchgeführt: In 2,0 ml Kaliumphosphat-Puffer (0,05 M, 
pH 7,5) wurde nach etwa dreiminütiger Präinkubation bei Raumtemperatur (21°C) die 
Reaktion durch Zugabe von 100 µM Arachidonsäure (ARA) gestartet. Parallel dazu 
wurden Kontrollansätze (mit hitzenaktiviertem Enzym, mit Zusatz von 70 µM 
Indometazin, ohne ARA, ohne Enzym) inkubiert. Die Ansätze wurden jeweils für 5 
Minuten bei 37 °C unter Schütteln im Wasserbad inkubiert und die Umsetzung 
anschließend durch Zugabe von 4 ml des eisgekühlten Extraktionsgemisches 
Ethylacetat / Diethylether (1:1, v/v) gestoppt. Nach dreimaliger Extraktion wurde das 
Lösemittel unter Vakuum am Rotationsverdampfer eingeengt und der Rückstand in 
200 µl MeOH aufgenommen. Die Analyse der Umsetzung erfolgte mittels HPLC 
(siehe 3.9.2.2) über entsprechende Eichgeraden für E-DES, Z-DES bzw. Z,Z-DIES.  
 
 
Umsetzung von E-DES mit HRP 
 
Analog wie für OTA (unter 3.8.2.1) beschrieben, wurde die Inkubation mit DES (50 
µM) in 2 ml Tris-Puffer (0,01 M, pH 7,2) unter Zugabe von 330 µM H2O2 für 60 min 
bei 25 °C im Wasserbad durchgeführt (nach Degen und McLachlan, 1985). 
Kontrollansätze (ohne HRP, ohne H2O2) wurden ebenfalls mitgeführt. Nach 
dreimaliger Extraktion mit je 4 ml eines eisgekühlten Gemisches aus Ethylacetat / 
Diethylether (1:1, v/v), Einengen des Lösemittels und anschließender Aufnahme des 
Rückstandes in 200 µl MeOH wurden Aliquots zur Analyse der Umsetzung mittels 







3.9.1 UV/VIS-Spektroskopie zur Quantifizierung von OTA und Derivaten 
 
Die UV/VIS-Spektroskopie wurde zur Quantifizierung von OTA- bzw OTB- oder OT 
alpha enthaltenden Lösungen eingesetzt. Dabei wurden die charakteristischen UV-
Absorptionen des OTA bzw. seiner Derivate genutzt: 
 





OTA 333 nm 5550 Nesheim et al., 1973 
OTB 318 nm 6700 Nesheim, 1969 
OT alpha 338 nm 5600 van der Merwe et al., 1965 
 
Tab. 2: UV-Absorptionen von OTA und seinen Derivaten 
 
Mittels eines Dioden-Array Spektrophotometers (Modell 8452A, Hewlett Packard, 
Böblingen) wurden in 1 cm Quarzküvetten von den Lösungen UV-Spektren 
aufgenommen und die maximale Absorption zur Berechnung der Konzentration nach 










mit c: Konzentration der Lösung  
 A: Absorption (Extinktion) der Lösung im Maximum 
 ε: molarer Extinktionskoeffizient der Lösung 
 d: Schichtdicke der Quarzküvette (1 cm) 





Da diese sowohl mit dem pH-Wert als auch mit der Polarität des verwendeten 
Lösemittels variieren (Pitout, 1969b; Chu, 1974), wurde unter weitgehend 
standardisierten Bedingungen gearbeitet: Aliquots der verschiedenen Mykotoxin-
Stammlösungen wurden in absolutem Ethanol aufgenommen und spektroskopisch 
quantifiziert. 
Typische Spektren von OTA-, OTB- bzw. OT alpha-haltigen Lösungen finden sich im 





3.9.2.1 Dünnschichtchromatographie (DC) 
 
Die Dünnschichtchromatographie wurde als analytische DC mit anschließender 
Autoradiographie (vgl. 3.9.3) zur Untersuchung von Inkubationsansätzen mit 
radioaktiv markierter Substanz (vgl. 3.8.1.4 und 3.8.2.2) sowie zur Kontrolle der 
enzymatischen Umsetzung von OTA zu OT-alpha (vgl. 3.7) eingesetzt. 
Mittels präparativer DC erfolgte die Aufreinigung von OT alpha. 
Während für die analytische DC Platten mit Kieselgel F 60 254 als Adsorbens und 0,2 
mm Schichtdicke auf Plastikfolie verwendet wurden, wurden für die präparative DC 
Glasplatten mit PSC Kieselgel 60 und 0,5 mm Schichtdicke eingesetzt (beide von 
Merck, Darmstadt). 
Die Platten wurden in einer DC-Kammer mit Toluol : Ethylacetat : Ameisensäure 
6:3:1 (v/v/v) für ca. 70 min entwickelt und nach Trocknung im UV-Betrachter (Camag) 
unter langwelligem UV-Licht (366 nm) ausgewertet (Roberts und Patterson, 1975; 
Størmer und Pedersen, 1980; Hadidane et al., 1992; Abarca et al., 1994).  
OTA erschien dabei als grün, OTB und OT alpha als grün-blau bzw. blau 
fluoreszierender Spot. Die Fluoreszenzintensität von OTA konnte durch 
Ammoniakdämpfe erhöht werden, gleichzeitig schlug die Fluoreszenzfärbung von 
grün nach hellblau um (Nesheim, 1982). In Gegenwart von Ammoniak wird OTA als 
freie Säure in das Ammonium-Salz umgewandelt, wobei das Absorptionsmaximum 
von 330 nm nach 370 nm verschoben und die Fluoreszenz-Emission bei 460 nm 





Neben den in der Literatur beschriebenen Rf-Werten für OTA bzw. OTB oder OT 




3.9.2.2 Hochleistungsflüssigchromatographie (HPLC) 
 
HPLC-Trennungen wurden zur Analyse bzw. Fraktionierung von Inkubationsansätzen 
bzw. zur Analyse der Reinheit von OTA und Syntheseansätzen von OT alpha 
eingesetzt. Organische Lösungsmittel wurden in HPLC-Qualität benutzt, Wasser 
wurde über das Milli-Q Water-Purification System aufbereitet. Elutionsmittel wurden 
durch Ultraschall bzw. durch Einleiten von Helium entgast. Pufferlösungen wurden 
über 0,45 µm Membranfilter filtritert. Die reversed-phase Trennsäulen (RP 18-
Material) wurden zur Analyse mit Vorsäulen aus demselben Material kombiniert. 
 
HPLC-Analytik von OTA und Derivaten 
 
Aus der Vielzahl der in der Literatur beschriebenen HPLC-Analysemethoden für OTA 
und seine Metabolite bzw. Derivate – und ausgehend von der apparativen 
Ausstattung- wurde ein geeignetes Verfahren ausgewählt, das es erlaubte, die 




 Pumpe Modell LC5A (Shimadzu, Düsseldorf), 
 Injektor Modell HMV-P (Latek, Eppelheim),  
 Spektrofluorimeter Modell JY3D (ISA Jobin Yvon, Longjumeau, Frankreich),  
 Integrator Modell HP 3394 (Hewlett Packard, Böblingen) 
RP-18 Säulenmaterial: 
 Nucleosil 100 (250 x 3 mm), 5 µM (VDS Optilab, Berlin) 
Elutionsmittel (mobile Phase): 






 1,5 ml / min, isokratisch 
Wellenlängen:  
 λ Excitation: 333 nm 
 λ Emission: 467 nm 
 
 
Abbildung 10 zeigt unter diesen Bedingungen gewonnene typische HPLC-Profile von 








































Abb. 10:   Typische HPLC-Profile von je 2 ng im Einspritzvolumen (50 µl) OTA und  















Die Nachweisgrenze für OTA wurde mit 140 pg / 50 µl Einspritzvolumen ermittelt, 
dies entspricht einem Gehalt von 2,8 µg OTA je Liter Lösung.  
 
 
HPLC-Analytik von Diethylstilbestrol und Analoga 
 
HPLC-Anlage:  
 2 LC-Pumpen Typ 414 (Kontron, Eching), 
 Injektor Modell 7125 (Rheodyne) 
 Mischkammer M 800 (Kontron, Eching), 
 Spektralphotometer UVIKON 735 LC (Kontron, Eching) bzw. 
  SPD 10-A (Shimadzu, Düsseldorf), 
 Programmer Series 200 (Kontron, Eching), 
 Integrator C R 3-A-Chromatopac (Shimadzu, Düsseldorf) 
RP-18 Säulenmaterial: 
 Zorbax ODS (250 x 4 mm), 5 µM (Bischoff, Leonberg) 
Elutionsmittel (mobile Phase): 
 A: Wasser : Methanol (80 : 20, v/v) 
 B: Methanol 
Gradient: 
 45 - 100 % B in A für 30 min und 100 % B für 3 min 
Flußrate: 
 1 ml/min 
Wellenlänge: 





Nach dünnschichtchromatographischer Auftrennung von Radioaktivität enthaltenden 
Inkubationsansätzen (siehe 3.9.2.1) wurden die Kieselgelplatten unter 
Lichtausschluß auf einen Röntgenfilm aufgelegt. Nach Einschluß in eine 
Autoradiographiekassette wurden diese für 10 Wochen bei - 80 °C gelagert. 








Definierte Aliquots [3H]- bzw. [14C]-haltiger Proben wurden nach Versetzen mit 
Szintillationscocktail (Rotiszint R 2200, Roth, Karlsruhe) über Nacht kühl und dunkel 
aufbewahrt und im Flüssigszintillationszähler (Tri-Carb 2200 CA, Canberra Packard, 
Frankfurt) gezählt.  
Die Radioaktivität in den Proben wurde mittels externer Standardisierung über 
Eichkurven mit definiert gequenchten Radioaktivitätsstandards bestimmt und in dpm 
(desintegrations per minute) angegeben.  
 
 
3.10 Beseitigung von OTA-Kontaminationen 
 
OTA-Kontaminationen an Geräten, sowie Reste von OTA in fester bzw. gelöster 
Form wurden nach der Methode von Castegnaro (1991) beseitigt. Das Verfahren 
nutzt die Empfindlichkeit von OTA und Analoga gegen Oxidation durch Natrium-
Hypochlorid (NaOCl) -Lösung.  
Kontaminierte Stellen an Geräten wurden mit Ethanol befeuchtet und für 30 min in 
224 mM NaOCl-Lösung getaucht bzw. mehrfach mit selbiger abgewischt. 
Zur Beseitigung fester Rückstände wurden diese zunächst in Ethanol aufgenommen 
(je 400 µg OTA bzw. Derivat: 400 µl Ethanol). Anschließend wurden für 30 min je 400 
µl Lösung 20 ml 224 mM NaOCl-Lösung dazugegeben und im Ultraschallbad 
behandelt. Dieses Verfahren wurde auch angewandt für  
- wäßrige Lösungen von OTA und Derivate (nach Ansäuern auf pH 2,5 mit konz.  
 HCl), 
- Lösungen in flüchtigen Lösemitteln (nach Einengen im Vakuum), 
- Lösungen in DMSO (nach Addition des zweifachen Volumens an A. bidest,  
 dreimaliger Extraktion mit dem gleichen Volumen Dichlormethan und Einengung  
 der Extrakte im Vakuum). 
OTA-haltige DC-Platten wurden für eine 30-minütige Einwirkzeit mit einer 224 mM 





Degradation wurden die so behandelten DC-Platten unter langwelligem UV-Licht 
(366 nm) auf fluoreszierende OTA-Spots untersucht. 
Die übrigen dekontaminierten Proben wurden stichprobenartig mittels HPLC auf die 
Vollständigkeit der Degradation untersucht, nachdem nach Ansäuern auf pH 3 mit 




3.11 Statistische Auswertung 
 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels des t-Testes auf Gleichheit zweier 
Mittelwerte. Dieser Test beurteilt, ob sich zwei Kollektive in Bezug auf ein bestimmtes 
Merkmal (z.B. durchschnittliche Menge an nicht proteingebundenem OTA bei Zusatz 
unterschiedlicher Mengen Indometazin im Zellkulturmedium) unterscheiden (vgl. 3.6). 
Stellen also X und Y die durchschnittlichen Anteile an freiem Toxin dar, wird die 





















Hierbei ist t´ die t-Approximation des kritischen Wertes nach Cochran und Cox 
(1957). Die durchschnittlichen Anteile an freiem OTA in den Kollektiven berechnen 











, wobei xi und y j  die jeweiligen Ausprägungen 
des Merkmals und n bzw. m die jeweiligen Stichprobenumfänge darstellen. Da t´ ein 
approximativer Wert ist, sind die darauf basierenden p-Werte (Niveau, zu dem die 
Hypothese H0 verworfen werden kann) ebenfalls Näherungswerte nach Cochran und 





Für die Ermittlung der p-Werte und die Durchführung der statistischen Tests wurde 








4.1 Verstoffwechselung von OTA in OSV-Zellen 
 
Degen et al. (1997) hatten gezeigt, daß OTA in Zellen der Schafsamenblase (OSV-
Zellen) Mikrokerne induziert (vgl. Abbildung 3). Die OSV-Zellen exprimieren die 
Peroxidase Prostaglandin H Synthase (PHS) in hohem Ausmaß (Degen, 1993b). Da 
in der Literatur die Möglichkeit einer Metabolisierung von OTA durch Peroxidasen wie 
PHS diskutiert wird (Malaveille et al., 1994; Obrecht-Pflumio et al., 1996; Pfohl-
Leszkowicz et al., 1993d) lag es nahe, mit OSV-Zellen zu untersuchen, inwieweit sie 
OTA metabolisieren. Dazu wurden Zellkulturen mit OTA bzw. OTA und Indometazin 
inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde nach Chloroformextraktion mittels HPLC und 
Fluoreszenzdetektion auf Metabolite untersucht (vgl. 3.5). Zur Kontrolle (Störpeaks 
bzw. Überlagerungen) wurden auch das Zellkulturmedium allein und die 






















Abb. 11: typische HPLC-Profile von (A): einer Inkubation von Zellen ohne OTA und  
(B) der für die Inkubation verwendeten OTA-Stammlösung; 
Chromatogramm mit 1 µg OTA im Einspritzvolumen (50 µl) 
 
 
Wie Chromatogramm (B) der Abbildung 11 zeigt, wies die verwendete OTA-
Stammlösung neben dem OTA-Peak bei einer Retentionszeit (Rt) von 18.30 min 
einen weiteren Peak bei Rt 9.38 min auf. Dies deutet auf eine sehr geringgradige 
Kontamination der Stammlösung mit einer polareren Substanz als OTA hin. 
Spikeversuche zeigten, daß es sich hierbei nicht um das OTA-Derivat OTB handelt 
(Ergebnisse nicht gezeigt). 
Aus Chromatogramm (A) der Abbildung 11 ist ersichtlich, daß in OTA-freien 
Inkubationen von Zellen in Kulturmedium mit 10 % FCS keine Störpeaks auftreten, 
die mit der HPLC Analyse von OTA Metaboliten interferieren. 
Nachfolgend finden sich typische Chromatogramme der verschiedenen Inkubationen 
mit OTA bzw. mit der Kombination von OTA und INDO in Abhängigkeit von den 
































































15 µM OTA 

















































































































Abb. 12: HPLC-Profile von Extrakten verschiedener Inkubationsansätze mit OSV- 
Zellen sowie Kontrollen zur nicht-enzymatischen Degradation im 
Kulturmedium während 6 bzw. 24 h Inkubationszeit. Das Einspritzvolumen 
(50 µl) enthält (bei 100 % Wiederfindung) 1 µg OTA (gemäß einer 
Berechnung ausgehend vom Inkubationsansatz) 
 
Es zeigt sich, daß der schon in der Stammlösung detektierte Peak (bei Rt 9.38 min) 
ebenfalls in allen anderen Proben zu finden war, allerdings manchmal mit geringfügig 
nach vorn verschobener Retentionszeit, doch in recht konstanten Anteilen 
(unabhängig von der Art der Probe). In einigen Proben wurde der Peak aufgrund der 
geringen Höhe nicht integriert. Es handelt sich daher bei diesem Peak 
augenscheinlich nicht um einen durch zelluläre Aktivität entstehenden Metaboliten.  
Wie in Abbildung 12 ebenfalls erkennbar, zeigte sich bei einer Rt von ca. 6.80 min in 
allen Proben ein in der Stammlösung nicht detektierter Peak. Die Höhe dieses Peaks 
stieg mit der Behandlungsdauer der Proben in allen Ansätzen an.  
Dieser Peak fand sich aber auch in Proben, die ohne OSV-Zellen inkubiert wurden. 
























gebildetes Degradierungsprodukt (in kleiner Menge) handelt. Bei diesem Experiment 
zeigt sich der Nutzen von konsequent mitgeführten Kontrollansätzen. Nur durch die 
untersuchten Kontrollinkubationen war es möglich, bei dem fraglichen Peak auf ein 
Degradierungsprodukt zu schließen.  
 
In einem weiteren Experiment wurde geprüft, ob es sich bei dem vermuteten 
Degradierungsprodukt um OT alpha handelt. Dazu wurde nach der Extraktion des 
Inkubationsansatzes OT alpha (4,8 ng) zur Analysenprobe dazu gegeben. Abbildung 























































































































Abb. 13: Chromatogramme von ungespikten (A, C) und mit je 4,8 ng OT alpha  
gespikten (B, D) Inkubationsansätzen.  
 (A, B): Inkubationsdauer: 6 h, 15 µM OTA, ohne INDO, mit Zellen 
 (C, D): Inkubationsdauer: 24 h, 15 µM OTA, 50 µM INDO, mit Zellen 
Das Einspritzvolumen (50 µl) enthält (bei 100 % Wiederfindung) 1 µg OTA 
(gemäß einer Berechnung ausgehend vom Inkubationsansatz) 
 
 
Da OT alpha etwas früher von der Säule eluiert (Rt 6.15 min bzw. 6.11 min), ist klar 
erwiesen, daß es sich bei dem fraglichen Peak nicht um OT alpha handeln kann. Die 
Identität des Peaks wurde nicht weiter aufgeklärt, da es sich offensichtlich nicht um 
einen (enzymatisch entstandenen) Metaboliten handelt.  
 
 
4.2 Umsetzung von OTA durch mikrosomale PHS und HRP 
 
4.2.1 PHS-katalysierter Metabolismus von OTA 
 
Bei Inkubation von OTA mit OSV-Zellen, die die Peroxidase PHS exprimieren, 
wurden also keine Anhaltspunkte für die Entstehung von Metaboliten des Mykotoxins 
gefunden. Dennoch ist nicht definitiv auszuschließen, daß die PHS das Mykotoxin 
umsetzen kann, in Zellkulturen jedoch nur sehr geringer Umsatz erfolgt, da der 
Gehalt an freier Arachidonsäure (vgl. Abbildung 4) in den OSV Zellen u. U. als 
limitierender Faktor wirkt. Auch könnte die die Zellen umgebende Membran als 
„Barriere“ wirken und evtl. eine Abgabe von Metaboliten in das analysierte 
Zellkulturmedium verhindert haben.  
Für weitergehende Untersuchungen zur peroxidativen Umsetzung von OTA durch die 
PHS wurde daher ein zellfreies Untersuchungssystem, d. h. Schafsamenblasen-
Mikrosomen (ram seminal vesicle microsomes, RSVM) als Enzymquelle eingesetzt 
(Degen et al., 1986).  
50 µM tritiiertes OTA (3H-OTA) wurden mit mikrosomaler PHS (1 mg Mikrosomen, 
Aktivität: stimuliert 4800 nmol O2/min/mg = units) in Form von RSVM inkubiert. 
Wenn nichts anderes angegeben ist, wurde das Mykotoxin mit aktivem Enzym in 
Gegenwart von Arachidonsäure (ARA) inkubiert. Die Inkubation, Aufarbeitung und 



























2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 










RSVM 1 mg 1 mg 1 mg 1 mg -- 
ARA 100 µM -- 100 µM 100 µM 100 µM 
INDO -- -- 70 µM -- -- 
 
Tab. 3: Zusammensetzung der einzelnen Inkubationsansätze für die Inkubation  
von 3H OTA mit RSVM (Ansatz (1): Versuchsansatz, Ansätze (2) – (5): 
Kontrollen) 
 
Es wurde erwartet, daß sich bei einer PHS-katalysierten Kooxidation des OTA im 
„kompletten“ Versuchsansatz (1) weniger Ausgangssubstanz (OTA) als in den 
Kontrollen (Ansätze (2) – (5)) analysierbar ist. Im Falle einer Umsetzung des 
Mykotoxins könnten ein oder mehrere Produkte entstehen, die mit den eingesetzten 
Analysemethoden (Fluoreszenz- / Radioaktivitätsdetektion) nachweisbar wären. Die 
Bildung reaktiver, an Protein bindender Intermediate wäre über den Anteil 
proteingebundener Radioaktivität meßbar. In den Ansätzen (2) – (5) wäre dagegen 
keine Umsetzung bzw. eine Umsetzung nur in deutlich geringerem Umfange möglich, 
da darin das Enzym gehemmt (Ansätze (2) – (3)) bzw. inaktiviert ist (Ansatz (4)) oder 




Aus der Literatur ist bekannt, daß OTA eine hohe Affinität zu Serumproteinen zeigt 





Umsetzung von OTA reaktive Intermediate entstehen, die kovalent an Proteine 
binden. Daher wurde die Radioaktivitätsverteilung in den einzelnen 
Inkubationsansätzen zwischen dem nach der Aufarbeitung erhaltenen Überstand und 
dem Proteinpellet (Mikrosomen) untersucht (vgl. 3.8.1.4). Es wurden entsprechende 
Aliquots von Überstand und Pellet entnommen und darin OTA bzw. OTA-Produkte 













































Abb. 14: Radioaktivitätsverteilung und -wiederfindung nach Inkubation (5 min bei  
37°C) von 3H-OTA (50 µM) mit PHS (1 mg, 4.800 Units, Ansatz (1)) bzw. 
in Kontrollen (Ansätze (2) – (5)). Zusammensetzung der Ansätze siehe 







Die Wiederfindung der eingesetzten Radioaktivität (1 µCi/Ansatz) lag in allen 
Ansätzen bei ca. 90 %. 
Der Anteil proteinassoziierter Radioaktivität lag in allen Ansätzen deutlich unter 1 % 
(Abbildung 14). Man findet also keine ausgeprägte Bindung von OTA an das 
mikrosomale Protein. Ein Vergleich der Ansätze (1) mit (2) bzw. (3) spricht ferner 
gegen eine signifikante Bindung möglicher in Ansatz (1) enzymatisch entstandener 
reaktiver Metabolite (denn in diesem Fall müßte die proteingebundene Radioaktivität 
in Ansatz (1) am höchsten sein).  
 
 
4.2.1.2 HPLC-Analyse der Überstände 
 
Im 3H-OTA sind laut Herstellerangaben (Moravek Biochemicals) zu ca. 85 % der 
Phenylalaninanteil des OTA und zu ca. 15 % der Isokumarinanteil des Moleküls 
markiert. Bei einer Abspaltung des Aminosäureanteils im Laufe der Inkubation oder 
Aufarbeitung würden Metabolite, die aus dem Isokumarinanteil resultieren, noch 
radiochemisch detektiert und auch mittels Fluoreszenzdetektion nachweisbar sein. 
Daher wurden die Versuchsansätze zum Nachweis fluoreszierender Metabolite mit 
HPLC und Fluoreszenzdetektion untersucht und durch fraktioniertes Auffangen des 
HPLC-Eluates auch Radioaktivitätsprofile der Ansätze erstellt. So können auch 3H-
markierte, aber nicht mehr fluoreszierende Metabolite nachgewiesen werden.  
 
Mittels HPLC- Fluoreszenz-Analyse (vgl. 3.9.2.2) wurde die Wiederfindung von OTA 
ermittelt und innerhalb der einzelnen Ansätze verglichen. Eine geringere 
Wiederfindung an OTA in kompletten gegenüber Kontrollansätzen wäre ein erster 
Anhaltspunkt für eine enzymatische Umsetzung und die Entstehung von Metaboliten.  
Die Proben wurden mit mobiler Phase 1:100 verdünnt und anhand einer Eichkurve 







































"komplett" - ARA + INDO hitzein- 
aktiviert
- Enzym
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Abb. 15: HPLC-Wiederfindung von OTA in den einzelnen Inkubationsansätzen in %  
der eingesetzten Konzentration (50 µM). Dargestellt sind Mittelwerte ± SD 




In „kompletten“ Ansätzen (1) wurde praktisch die gesamte Menge des eingesetzten 
OTA (50 µM) wiedergefunden, mehr als in den Kontrollansätzen ((2) – (5)).  
Dieses Ergebnis läßt darauf schließen, daß OTA nicht bzw. nur in sehr geringem 
Umfang verstoffwechselt wird.  
 
Eine weitergehende Untersuchung der Extrakte ergab im HPLC-Fluoreszenz Profil 
des kompletten Ansatzes (Abbildung 16 A) neben dem OTA-Peak (Rt: 16.40 min) 
weitere Peaks, die auf im Reaktionsansatz vorhandene fluoreszierende, polarere 
Komponenten als OTA hindeuteten.  
Das entsprechende Profil der Kontrollinkubation ohne Mikrosomen (Abbildung 6 B) 
zeigt neben dem OTA-Peak (Rt: 16.36 min) ebenfalls zusätzliche Peaks; diese 
entsprachen zum Teil den bereits im kompletten Ansatz neben OTA detektierten 










































Abb. 16: Darstellung von HPLC-Fluoreszenzprofil und Radioaktivitätsprofil für (A)
 kompletten Inkubationsansatz (50 µM 3H-OTA, (1 µCi), 1 mg (4.800  
 Units) PHS und (B) Kontrollinkubation ohne Enzym. Inkubation bei 37°C  
 für 5 min. Das Einspritzvolumen (50 µl) enthält (bei 100 % Wiederfindung)  
 1 µg OTA (gemäß einer Berechnung ausgehend vom Inkubationsansatz). 
 Dargestellt sind die Ergebnisse eines HPLC-Laufs von je 0 - 30 Minuten, 
 aufgefangen und analysiert wurden jeweils 30-Sekunden-Fraktionen. 
 Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde die Radioaktivität im mit OTA  
 korrespondierenden Peak nur bis 500 Zerfälle pro Minute (desintegrations  
 per minute, dpm) angegeben. Die Menge an Radioaktivität in den OTA- 
 Peaks in Abbildung (A) und (B) war vergleichbar. 
 
 
Peak Nr. Ansatz Eigenschaften 
































Tab. 4: Retentionszeiten und Anteil an der Gesamtpeakfläche einzelner Peaks in  
einem kompletten und einem Kontrollansatz; Inkubation von 50 µM OTA 




Im weiteren wurde untersucht, ob die in Abbildung 16 A gezeigten Peaks während 
der Aufarbeitung entstehen, und zwar möglicherweise während des Abdampfens der 
Überstände. Dazu wurden Ansätze mit unmarkiertem OTA (ohne Mikrosomen) unter 
identischen Bedingungen wie im Hauptversuch inkubiert und unterschiedlich lange 
unter N2 abgedampft. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt: Abbildung 17 
A zeigt das Fluoreszenzprofil nach 30 min, Abbildung 17 B nach 2 h Abdampfen 





Abdampfens zunehmen. Obwohl also ein gängiges und schonendes Verfahren zur 
Aufarbeitung der Proben verwendet wurde, führte das Abdampfen unter N2-Strom zu 




























Abb. 17:  Chromatogramme von Inkubationsansätzen ohne Mikrosomen nach 30  
min (A) und 2 h (B) Abdampfen unter N2. 
Das Einspritzvolumen (50 µl) enthält (bei 100 % Wiederfindung) 1 µg OTA 
(gemäß einer Berechnung ausgehend vom Inkubationsansatz) 
 
 
Inwieweit OTB oder OT alpha mit einem der im Fluoreszenzprofil erhaltenen 
Störpeaks cochromatographiert, wurde durch Spiken von einigen zufällig 
ausgewählten Proben untersucht. Abbildung 18 zeigt die entsprechenden 



































ungespikte Probe Probe gespikt mit 2 ng OT alpha und 



















































































































Abb 18: HPLC-Fluoreszenzprofile von einem (A) kompletten Inkubationsansatz  
ungespikt, (B) komplettem Inkubationsansatz gespikt mit 2 ng OT alpha 
und 20 ng OTB im Einspritzvolumen (50 µl), (C) Kontrollansatz ohne 
Enzym ungespikt, (D) Kontrollansatz gespikt mit 2 ng OT alpha und 20 ng 
OTB im Einspritzvolumen (50 µl). 
 
 
Wie Abbildung 18 zeigt, entstand während der Inkubation/Aufarbeitung der Ansätze 
kein mit OT alpha cochromatographierendes Produkt. Bei Zusatz von OTB zeigt sich, 
daß einer der Peaks (Rt ca. 11 min) mit diesem OTA-Derivat cochromatographiert. 
Die Ausbeute dieses Produktes, im folgenden als “OTB” bezeichnet, wurde mittels 
einer Eichkurve ermittelt und stellt sich wie folgt in den einzelnen Ansätzen dar: 
 
 
Ansatz µg “OTB“ / 2 ml Ansatz
komplett 0,21 ± 0,01 
- ARA 0,18 ± 0,02 
+ INDO 0,33 ± 0,08 
hitzeinaktiviertes Enzym 0,46 ± 0,05 
- Enzym 0,25 ± 0,05 
 
Tab. 5: Entstehung von “OTB” in den einzelnen Inkubationsansätzen. Dargestellt  
sind Mittelwerte ± SD von jeweils triplikaten Ansätzen. 
 
 
Wie Tabelle 5 zeigt, entstand “OTB” in geringen Mengen in allen 
Inkubationsansätzen, unabhängig von deren Zusammensetzung. Die Tatsache, daß 
es auch in Ansätzen ohne bzw. mit inaktiviertem Enzym gefunden wurde, spricht 
dafür, daß das Produkt nicht enzymatisch, sondern während der Aufarbeitung 
entstand.  
Die Tabelle zeigt auch, daß am meisten “OTB” in Ansätzen mit hitzeinaktiviertem 
Enzym gefunden wurde. 
Die Identität des Produktes “OTB” wurde nicht weiter untersucht, da es sich 







4.2.1.3 Radioaktivitätsprofil der Überstände 
 
Neben den Fluoreszenzprofilen der Inkubationsansätze wurden auch die 
entsprechenden Radiochromatogramme untersucht, die durch fraktioniertes 
Auffangen der Eluate (Fraktion: 30 sec) und anschließende Bestimmung der 
Radioaktivität in den einzelnen Fraktionen mittels LSC (vgl. 3.9.4) erhalten wurden. 
Dargestellt sind in Abbildung 16 (A) ein kompletter Inkubationsansatz und (B) ein 
Kontrollansatz (Inkubation ohne Enzym). Zum direkten Vergleich des 
Fluoreszenzprofiles mit dem Radioaktivitätsprofil wurden beide Abbildungen des 
entsprechenden Inkubationsansatzes übereinander gelegt. In beiden Ansätzen 
korrespondierte der jeweilige Fluoreszenzpeak für OTA (Rt 16.40 min bzw. 16.36 
min) gut mit dem entsprechenden Radioaktivitätspeak. 
In dem mit “OTB” bezeichneten Fluoreszenzpeak konnte ebenfalls etwas 
Radioaktivität detektiert werden. Es könnte sich bei dem fraglichen Produkt also 
tatsächlich um OTB gehandelt haben. Eine weitere Absicherung war aufgrund der 
geringen Mengen aber nicht möglich. Zudem war die Entstehung offenbar nicht durch 
PHS katalysiert.  
 
 
4.2.1.4 Analyse der Überstände mittels DC und Autoradiographie 
 
Zur Analyse der Überstände mittels Autoradiographie wurden je Inkubationsansatz 
100 µl (entsprechend ca. 55.500 dpm oder maximal 1 µg OTA) mittels einer 
Hamilton-Spritze auf analytische DC-Platten aufgetragen. Als Kontrolle wurde ein 
entsprechend verdünntes Aliquot der radioaktiv markierten OTA-Stammlösung 
(555.000 dpm/100 µl) aufgetragen und die Platten wie in 3.9.2.1 beschrieben 
entwickelt. Anschließend erfolgte die autoradiographische Darstellung der Spots. 
 
In allen Ansätzen fand sich als Hauptkomponente ein radioaktiver fluoreszierender 
Fleck mit einem Rf-Wert von ca. 0,614, der mit der als Kontrolle aufgegebenen 3H-
OTA-Stammlösung korrespondierte. Weitere Schwärzungen, die auf radioaktiv 
markierte Produkte einer Umsetzung hindeuten würden, konnten nicht detektiert 





Analysen waren zwar weniger empfindlich, bestätigten aber im Prinzip den Befund 
der HPLC-Analyse, nämlich keine meßbare Umsetzung von OTA. 
 
 
4.2.1.5 Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol durch die verwendete PHS- 
 Präparation 
 
Die nach 4.2.1.1 bis 4.2.1.4 erhaltenen Befunde sprechen nicht für eine 
Metabolisierung von OTA durch die Peroxidase PHS. Um auszuschließen, daß dies 
auf einer mangelnden Aktivität der eingesetzten Mikrosomenpräparation beruht, 
wurde zur Kontrolle das bekannte PHS-Substrat trans-Diethylstilbestrol (E-DES) mit 
der gleichen Charge von RSVM umgesetzt.  
Die Inkubation sowie Aufarbeitung und Analyse der Ansätze sind unter 3.8.3 bzw. 
3.9.2.2 beschrieben. Das Ergebnis dieser Kontrollinkubation zeigt Abbildung 19. 
Dargestellt sind die HPLC-Analysen der E-DES-Umsetzung in kompletten Ansätzen 



















Abb. 19: Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol (E-DES) durch PHS. Inkubation  
von E-DES (100 µM) mit 1 mg RSVM (PHS-Aktivität: 4.800 units) für 5  
min bei 37°C und ohne Enzym, Mittelwerte aus duplikaten Ansätzen 
 
 
Das in Abbildung 19 dargestellte Ergebnis zeigt, daß die für Metabolismusstudien mit 





(E-DES) sehr effizient zum oxidativen Metaboliten Z,Z-Dienestrol (Z,Z-DIES) 
umsetzt. Die verwendeten Mikrosomen waren also enzymatisch sehr aktiv und 
führten zu einer fast vollständigen Oxidation von E-DES, jedoch keiner messbaren 
Umsetzung von OTA.  
 
 
4.2.2 HRP-katalysierter Metabolismus von OTA 
 
Keines der oben beschriebenen Ergebnisse sprach also für eine oxidative 
Umsetzung von OTA durch die Säuger-Peroxidase PHS.  
Nachfolgend wurde eine weitere Peroxidase, die Meerrettichperoxidase (horseradish 
peroxidase, HRP) eingesetzt; dieses Enzym ist in hochreiner Form verfügbar und 
eine Proteinbindung von OTA oder auch von potentiell reaktiven, an Protein 
bindende Metaboliten konnte daher weitgehend ausgeschlossen werden. Gleichzeitig 
konnte die Aufarbeitung der Inkubationsansätze weniger aufwendig gestaltet werden 
(vgl. 3.8.2.2). Das in geringen Mengen im Inkubationsansatz enthaltene HRP-Protein 
wurde durch Zugabe von mobiler Phase (pH 2,5) inaktiviert, ausgefällt und 
anschließend abzentrifugiert. Somit war keine weitere Aufarbeitung der Proben (wie 
Abdampfen) erforderlich; eine Verteilung der Radioaktivität auf Proteinpellet und 
Überstand entfiel.  





 „komplett“ ohne 
H2O2  
ohne HRP ohne H2O2 / ohne HRP  
TRIS-Puffer 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 








HRP 100 ng 100 ng -- -- 
H2O2 338 µM -- 338 µM -- 
 
Tab. 6: Zusammensetzung der einzelnen Inkubationsansätze zur Umsetzung  





4.2.2.1 HPLC-Wiederfindung von OTA 
 
Zunächst wurde mittels HPLC-Analyse (vgl. 3.9.2.2) die Menge an OTA ermittelt und 
innerhalb der einzelnen Ansätze verglichen. Eine geringere Wiederfindung an OTA in 
kompletten Ansätzen gegenüber Kontrollansätzen wäre, wie bereits für die 
Untersuchungen mit PHS erläutert, ein erster Anhaltspunkt für eine enzymatische 
Umsetzung und Entstehung von Metaboliten.  
Die Proben wurden mit mobiler Phase 1:100 verdünnt und anhand einer Eichkurve 
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Abb. 20: HPLC-Wiederfindung von OTA in den einzelnen Inkubationsansätzen in  
% der eingesetzten Konzentration (50 µM). Dargestellt sind Mittelwerte ±  




Wie Abbildung 20 zeigt, wurde in allen Ansätzen praktisch die gesamte eingesetzte 
OTA-Menge bei der HPLC-Analyse wiedergefunden. Dieses Ergebnis spricht 
dagegen, daß OTA in kompletten Ansätzen in nennenswertem Umfang 






Im folgenden wurden die Inkubationsansätze noch genauer auf ihre 
Zusammensetzung (z. B. Metabolite) hin untersucht.  
 
 
4.2.2.2 Fluoreszenzprofil der Ansätze 
 
Abbildung 21 zeigt repräsentative HPLC-Fluoreszenz-Profile von (A) einem 























Abb. 21: HPLC-Fluoreszenzprofile von (A) einem kompletten Inkubationsansatz (50  
µM 3H-OTA, (1 µCi), 100 ng HRP und (B) einer Kontrollinkubation ohne 
Enzym. Inkubation bei 25°C für 30 min. Das Einspritzvolumen (50 µl) 
enthält (bei 100 % Wiederfindung) 1 µg OTA (gemäß einer Berechnung 

















Im HPLC-Profil des kompletten Ansatzes (Abbildung 21 A) fanden sich neben dem 
OTA-Peak (Rt: 17.97 min) noch 2 weitere Peaks, die auf fluoreszierende, polarere 
Komponenten als OTA hindeuteten (Rt: 6.73 min bzw. 9.07 min). Diese Peaks 
machten im Reaktionsansatz einen Bruchteil der Gesamtpeakfläche aus, zusammen 
weniger als 0,5 %. Diese Peaks fanden sich in vergleichbaren Anteilen ebenfalls im 
Kontrollansatz ohne Enzym und in allen weiteren Kontrollansätzen (Ergebnisse nicht 
gezeigt). 
Dieses Ergebnis spricht dagegen, daß aus OTA bei Umsetzung mit der Peroxidase 
HRP fluoreszenzierende Metaboliten entstehen.  
 
 
4.2.2.3 Radioaktivitätsprofil der Ansätze  
 
Die Ansätze wurden auch mit Hilfe des Radioaktivitätsprofils weiter untersucht. Die 
Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt. 
 
Auch bei dieser Analyse fanden sich keine Hinweise dafür, daß bei Inkubation von 
OTA mit HRP neue (radioaktive) Metabolite entstehen. Polare, früh eluierende 
Radioaktivität (ohne Fluoreszenz) ist in gleichem Umfang in der Kontrolle (ohne 


















Abb. 22: Darstellung von HPLC-Fluoreszenzprofil und Radioaktivitätsprofil für (A) 
kompletten Inkubationsansatz (50 µM 3H-OTA, (1 µCi), 100 ng (4.800 
Units) HRP und (B) Kontrollinkubation ohne Enzym. Inkubation bei 25°C 
für 30 min. Das Einspritzvolumen (50 µl) enthält (bei 100 % 
Wiederfindung) 1 µg OTA (gemäß einer Berechnung ausgehend  
vom Inkubationsansatz). Dargestellt sind die Ergebnisse eines HPLC 
Laufs von je 0 - 30 Minuten, aufgefangen und analysiert wurden jeweils 
30-Sekunden-Fraktionen. 
 Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde die Radioaktivität im mit OTA  
 korrespondierenden Peak nur bis 500 Zerfälle pro Minute (desintegrations  
 per minute, dpm) angegeben. Die Menge an Radioaktivität in den OTA- 
 Peaks in Abbildung (A) und (B) war vergleichbar. 
 
 
4.2.2.4 Analyse der Ansätze mittels DC und Autoradiographie 
 
Die Analyse der Ansätze mittels DC und Autoradiographie wurde wie folgt 
durchgeführt: Je Inkubationsansatz wurden 100 µl (entsprechend ca. 55.500 dpm 
oder maximal 1 µg OTA) mittels einer Hamilton-Spritze auf analytische DC-Platten 
aufgetragen. Als Kontrolle wurde ein entsprechend verdünntes Aliquot der radioaktiv 
markierten OTA-Stammlösung (555.000 dpm/100 µl) aufgetragen und die Platten wie 
in 3.9.2.1 beschrieben entwickelt. Anschließend erfolgte die autoradiographische 
Detektion der Spots. 
 
In allen Ansätzen fand sich wiederum nur unverstoffwechseltes OTA, d. h. Flecke mit 
einem Rf-Wert von ca. 0,619 wie bei der zur Kontrolle aufgegebenen 3H-OTA-
Stammlösung. Weitere Schwärzungen, die auf radioaktiv markierte Produkte einer 
Umsetzung hindeuten würden, wurden nicht detektiert (Daten nicht gezeigt).  
 
 
4.2.2.5 Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol durch HRP 
 
Zur Kontrolle der enzymtischen Aktivität der verwendeten Meerrettichperoxidase 
wurde wiederum trans-Diethylstilbestrol (E-DES) verwendet, das auch als Substrat 
der HRP bekannt ist (Degen und McLachlan, 1985; Ross et al., 1985). 
Die Inkubation sowie Aufarbeitung und Analyse der Ansätze sind unter 3.8.3 bzw. 





sind die HPLC Analysen der Umsetzung von E-DES in kompletten Ansätzen und in 




















komplett - EnzymAnsatz  
 
Abb. 23: Umsetzung von trans-Diethylstilbestrol (E-DES) durch HRP. Inkubation  
von E-DES (100 µM) mit 100 ng PHS für 30 min bei  
25°C, Mittelwerte aus duplikaten Ansätzen 
 
 
Auch hier wird E-DES durch HRP sehr effizient zum oxidativen Metaboliten Z,Z-DIES 
umgesetzt. Die Inkubationsbedingungen wären daher offensichtlich geeignet 
gewesen, eine peroxidative Umsetzung von OTA durch HRP zu zeigen.  
 
Die vorliegenden Untersuchungen ergaben somit keine Anhaltspunkte für eine 





4.3 Genotoxizität von OTA und seinen Derivaten für OSV Zellen 
 
 
4.3.1 Untersuchungen zur Genotoxizität von OTB und OT alpha   
 
Weder in PHS-kompetenten Zellkulturen noch mit isoliertem Enzym wurden 
Anhaltspunkte dafür gefunden, daß OTA peroxidativ verstoffwechselt wird. Die 
Hemmung einer PHS-katalysierten Umsetzung von OTA durch Indometazin erklärt 
somit nicht die Verstärkung der Genotoxizität von OTA im Mikrokerntest (vgl. Kapitel 
1.5 Hypothese # 1). Deshalb galt es, die alternativen Hypothesen zu untersuchen. 
Zunächst war es von Interesse zu prüfen, ob Indometazin auch Einfluß auf 
genotoxische Effekte der OTA Derivate OTB und OT alpha hat. Dazu wurde ein 
Mikrokerntest mit diesen Toxinen unter den gleichen Bedingungen durchgeführt wie 
zuvor mit OTA (siehe Abbildung 3).  
Zur Untersuchung des genotoxischen Potentials der OT-Analoga wurde der in vitro 
Mikronukleus-Test mit OSV-Zellen herangezogen, um strukturelle und numerische 
Chromosomenaberrationen detektieren zu können (vgl. 3.3). 
In (unbehandelten) OSV-Zellkulturen wurden von Foth (1992) durchschnittliche 
Mikrokernraten von 1,5 – 3,5 % gefunden. Da mit Zellen höherer Passagezahl aber 
ein Anstieg der Spontan-Mikrokernrate beobachtet worden war (> 100 
Mikrokerne/2000 Zellen), wurden hier für den Mikronukleus-Test nur Zellen bis max. 
Passage 10 (eines batches Nummer 18) verwendet.  
 
 
4.3.1.1 Induktion von Mikrokernen durch OTB und Einfluß von Indometazin 
 
Im folgenden Versuch wurde geprüft, inwieweit OTB in OSV-Zellen Mikrokerne 
induzieren kann. Die Untersuchungen wurden in Zellkulturmedium durchgeführt, das 
10 % FCS enthielt; die Befunde können daher mit den Ergebnissen für OTA 
(Abbildung 3) verglichen werden.  
 
Wie Tabelle 7 zeigt, werden in OSV-Zellen durch OTB Mikrokerne induziert, 
allerdings etwas weniger als in einem ähnlichen Konzentrationsbereich wie zuvor 






Behandlung Mikrokerne/1000 BNC BNC (%) 
Kontrolle (DMSO, 0,3%)   5 ± 4 54 ± 7 
OTB (  6 µM)   5 ± 2 49 ± 5 
OTB (12 µM) 12 ± 6 48 ± 6 
OTB (18 µM) 14 ± 7 45 ± 5 
OTB (24 µM) 14 ± 5 43 ± 5 
 
Tab. 7: Konzentrationsabhängige Induktion von Mikrokernen durch OTB in OSV- 
Zellen. % BNC = Anteil binukleärer Zellen in der Kultur 
 
 
Ab einer Konzentration von 12 µM OTB fand sich eine Verdoppelung der 
Mikrokernrate gegenüber der Kontrolle; höhere OTB-Konzentrationen führten zu 
keiner erheblichen Steigerung. Der Anteil der % BNC nahm mit steigenden OTB 
Konzentrationen kaum ab; es trat also keine massive Toxizität auf. 
Anschließend wurde untersucht, inwieweit der PHS-Inhibitor Indometazin die OTB- 
induzierte Mikrokernrate beeinflussen würde. Dies wurde durch einen Zusatz von 
INDO (10 bzw. 50 µM) zu den Versuchsansätzen mit 18 bzw. 24 µM OTB untersucht. 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 dargestellt. 
Wie die Abbildung zeigt, hatte ein Zusatz von INDO in 10 µM Konzentration keinen 
Effekt auf die Mikrokerninduktion durch 18 µM OTA, während ein 50 µM INDO-
Zusatz eine deutliche Erhöhung der Mikrokerninduktion bewirkte.  
INDO (in 10 und 50 µM Konzentration) verstärkte die Mikrokerninduktion durch 24 
µM OTB in OSV-Zellen. Der Effekt fiel prinzipiell ähnlich aus wie die Modulation der 
Genotoxizität von OTA durch INDO unter ähnlichen Bedingungen (30 µM INDO in 
Kombination mit OTA, vgl. Abbildung 3). 
Insgesamt zeigte sich, daß OTB in den eingesetzten Konzentrationen weniger 
Mikrokerne induzierte als OTA. Auch der modulierende Einfluß des PHS-Inhibitors 












































































Abb. 24 Konzentrationsabhängige Induktion von Mikrokernen durch OTB und 
Einfluß von Indometazin (10 bzw. 50 µM) auf die Mikrokerninduktion 






4.3.1.2 Induktion von Mikrokernen durch OT alpha und Einfluß von Indometazin 
 
Ebenfalls wurde eine mögliche Mikrokerninduktion durch den allgemein als nicht 
genotoxisch angesehenen Metaboliten OT alpha untersucht. Wie schon zuvor bei 
OTB, wurden die Zellen auch hier in Medium, welches 10 % FCS enthielt, exponiert.  
 
Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse: 
 
Behandlung Mikrokerne/1000 BNC BNC (%) 
Kontrolle (DMSO, 0,55%) 5 ± 2 48 ± 7 
OT alpha (60 µM) 2 ± 1 51 ± 6 
OT alpha (120 µM) 3 ± 2 51 ± 7 
OT alpha (180 µM) 2 ± 1 57 ± 6 
 
Tab. 8: Induktion von Mikrokernen durch OT alpha in OSV-Zellen. % BNC =  
Anteil binukleärer Zellen in der Kultur 
 
 
OT alpha, in Konzentrationen zwischen 60 und 180 µM, induzierte keine höhere 
Mikrokernrate als in der Kontrolle (vgl. Tabelle 8). Demgegenüber waren zehnfach 
geringere Konzentrationen an OTA und OTB im Mikrokerntest wirksam (vgl. 
Abbildung 3 und 24). Es wurde auch keine Toxizität von OT alpha beobachtet, die 
sich als Erniedrigung der Zahl an binukleären Zellen manifestiert hätte. 
Ein möglicher Einfluß von Indometazin (50 µM) in Kombination mit OT alpha 
(Konzentration 120 und 180 µM) auf die Mikrokernbildung wurde ebenfalls 
untersucht.  
Wie in Abbildung 25 dargestellt, induzierte OT alpha weder allein noch in 
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Abb. 25: Induktion von Mikrokernen durch OT alpha und Einfluß von Indometazin  








4.3.2 Untersuchungen zur Toxizität von OTA auf OSV-Zellen und zum Einfluß von  
 Indometazin in serumfreier Kultur  
 
Wie in der Einleitung dargestellt, bindet OTA recht gut an Serumproteine. Dies erklärt 
und manifestiert sich beispielsweise durch unterschiedliche Wirkkonzentrationen 
(Effective Concentration, EC) von OTA im Zytotoxizitätsassay (vgl. 3.2) mit 
Zellkulturmedium von geringem und hohem Serumgehalt: 
 
 
OTA- Toxizität in OSV-Zellkulturen bei niedrigem und  






































bei 2,5 % FCS
bei 10 % FCS
 
 
Abb. 26: Zytotoxizität von OTA bei verschiedenen Serumkonzentrationen im Zell- 
kulturmedium (2,5 und 10 % FCS). Dargestellt sind die EC 20, EC 50 und 
EC 80 Werte für 2 Parameter (◊ Neutralrotaufnahme, ■ Kenazidblau-
Assay). 
 
Aus Abbildung 26 wird deutlich, daß der Serumgehalt im Zellkulturmedium einen 
deutlichen Einfluß auf die Toxizität des Mykotoxins hat. So ist die erforderliche 
Menge an OTA, die bei OSV-Zellen zu 50 % Zytotoxizität führt, bei 10 % FCS im 






4.3.2.1 Zytotoxizität von OTA und Indometazin für OSV-Zellen in serumfreier  
 Kultur 
 
In Vorbereitung auf Untersuchungen zur Genotoxizität von OTA in Kombination mit 
INDO an OSV-Zellen in serumfreier Kultur sollte zunächst die Frage geklärt werden, 
welche OTA-Konzentrationen (auch in Kombination mit INDO) unter diesen 
Bedingungen toxisch auf die Zellen wirken. Hierbei war zu beachten, daß die Zellen 
unter serumfreien Bedingungen nicht proliferieren (Foth, 1992). Daher wurden für 
den Toxizitätstest doppelt so viele Zellen pro well angesetzt wie sonst üblich (vgl. 
3.2). Um eine zusätzliche Belastung der Zellen durch organische Lösemittel zu 
vermeiden, wurden OTA und INDO für diesen Test nicht in DMSO oder EtOH, 
sondern OTA stattdessen in 0,1 M NaHCO3 gelöst. INDO ist in reinem NaHCO3 nicht 
löslich und wurde daher in 0,1 M NaHCO3 / DMSO 90/10 (v/v) gelöst. Diese 
Stammlösungen wurden später auch für den Mikrokerntest verwendet. 
 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 dargestellt. 
Bei einer Inkubationszeit von 21 h wurde für OTA allein und für OTA in Kombination 
mit 10 oder 30 µM INDO eine konzentrationsabhängig zunehmende Zytotoxizität 
gefunden. Bereits ab 60 nM zeigten sich zytotoxische Effekte: geringere Zellzahl 
bzw. verringerte Zellproteinmenge verglichen mit lösemittelbehandelten Kontrollen. 
Bei den höchsten OTA-Konzentrationen (auch in Kombination mit Indometazin) 
waren deutliche Toxizitätsanzeichen bereits im Lichtmikroskop erkennbar, wobei der 















































Abb. 27: Zytotoxizität in OSV-Zellen von A: OTA allein, B: OTA + INDO 10 µM, C:  
OTA + INDO 30 µM nach 21 h Behandlung. Dargestellt sind Mittelwerte ± 
SD von n = 5-6 Proben für Zellprotein (in mOD-Einheiten bei 570 nm) 
sowie     :  Lösemittelkontrolle (0,95 % NaHCO3 / 0,05 % DMSO (v/v)) 







Eine Bestimmung der IC-Werte (Inhibitory Concentration, IC 20, IC 50, 
Konzentration, bei der die mit der Zellzahl eng korrelierte Proteinfärbung um 20 bzw. 
50 % reduziert ist) faßt die folgende Tabelle zusammen: 
 
 
Behandlung IC20 IC50 
OTA allein 140 nM 1800 nM 
OTA /INDO 10 µM 100 nM   570 nM 
OTA /INDO 30 µM   79 nM   280 nM 
 
Tab. 9: IC-Werte zur Zytotoxizität von OTA bzw. OTA in Kombination mit INDO  
auf OSV-Zellen in serumfreier Kultur bei 21 h Behandlung 
 
 
4.3.2.2 Induktion von Mikrokernen durch OTA in serumfreier Zellkultur 
 
Die im Vorfeld durchgeführten Zytotoxizitätsteste ließen erwarten, daß bei 
serumfreier Kultur unterhalb einer OTA-Konzentration von 0,1 µM noch keine 
nennenswerte zytotoxische Schädigung eintritt, zumal bei den Mikrokernversuchen 
die Behandlungsdauer (6 h) deutlich kürzer ist als im Zytotoxizitätstest (21 h).  
Tabelle 10 faßt das Ergebnis eines Mikrokerntestes mit OSV-Zellen zusammen, die 
für 6 h in serumfreiem Medium mit 0,1 – 3 µM OTA behandelt wurden.  
 
 
Behandlung Mikrokerne/1000 BNC BNC (%) 
Kontrolle (0,1M NaHCO3, 0,25%)     4 ±   1 50 ± 5 
OTA (0,1 µM)     4 ±   3 49 ± 6 
OTA (1 µM)   45 ± 10 28 ± 6 
OTA (3 µM) 153 ± 11   7 ± 2 
 
Tab. 10: Konzentrationsabhängige Induktion von Mikrokernen durch OTA in OSV- 








Ein Zusatz von 0,1 µM OTA bewirkte keine Erhöhung der Mikrokernrate gegenüber 
der Lösemittelkontrolle; dagegen führte 1 µM OTA schon zur Verzehnfachung der 
Rate. Mit 3 µM OTA war eine 38-fach höhere Rate an Mikrokernen zu finden. 
Gleichzeitig sank ab 1 µM OTA der Anteil an binukleären Zellen auf die Hälfte, bei 
Zusatz von 3 µM OTA auf etwa ein Siebtel ab. Dies spricht für massive Störungen 
der Karyokinese und / oder Zytotoxizität.  
 
 
4.3.2.3 Einfluß von Indometazin auf die Induktion von Mikrokernen durch OTA bei  
 serumfreier Zellkultur 
 
In früheren Versuchen mit OSV-Zellen in serumhaltigem Kulturmedium fand sich eine 
dosisabhängige Mikrokerninduktion durch OTA, die bei Zusatz von Indometazin 
verstärkt wurde (Degen et al., 1997). Im Zusammenhang mit diesen Befunden 
interessierte besonders, ob ein Zusatz von INDO gegebenenfalls auch unter 
serumfreien Bedingungen einen Einfluß auf die Induktion von Mikrokernen durch 
OTA ausübt. 
 
Abbildung 28 zeigt das Ergebnis der neuen Versuche zur Mikrokerninduktion durch 
OTA in Kombination mit INDO (unter Einbeziehung der bereits in Tabelle 10 
aufgeführten Werte). In Tabelle 11 sind die Befunde, gemeinsam mit den Anteilen 
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Abb. 28: Konzentrationsabhängige Induktion von Mikrokernen durch OTA und  
Einfluß von Indometazin (10 bzw. 30 µM) auf die Mikrokerninduktion  






Behandlung Mikrokerne/1000 BNC BNC (%) 
Kontrolle (0,1M NaHCO3, 0,25%)     4 ±   1 50 ± 5 
Indometazin (30µM, in 0,1 % EtOH)     5 ±   4 47 ± 4 
OTA (0,1 µM) 
                       + INDO 10 µM 
                       + INDO 30 µM 
    4 ±   3 
    3 ±   1 
  10 ±   5 
49 ± 6 
46 ± 4 
35 ± 5 
OTA (1 µM) 
                       + INDO 10 µM 
                       + INDO 30 µM 
  45 ± 10 
171 ± 12 
157 ± 12 
28 ± 6 
15 ± 4 
  9 ± 3 
OTA (3 µM) 
                       + INDO 10 µM 
                       + INDO 30 µM 
153 ± 11 
174 ± 11 
130 ± 45 
  7 ± 2 
10 ± 3 
13 ± 4 
 
Tab. 11: Wertetabelle zur konzentrationsabhängigen Induktion von Mikrokernen  
durch OTA, Einfluß von Indometazin (10 bzw. 30 µM) auf die 
Mikrokerninduktion unter serumfreien Bedingungen sowie Anteile von % 
BNC (binukleäre Zellen) in der Kultur. 
 
 
OTA in 0,1 µM Konzentration induzierte weder allein noch in Kombination mit 10 µM 
INDO eine gegenüber der Kontrolle erhöhte Mikrokernrate. Erst in Kombination mit 
30 µM INDO zeigte sich eine leichte Erhöhung der Mikrokernrate in Verbindung mit 
einem etwas geringeren Anteil an binukleären Zellen. 
Bei Einsatz von 1 µM OTA war die Mikrokernrate in Gegenwart von INDO (10 bzw. 
30 µM) deutlich höher als mit OTA allein (3,8 bzw. 3,5-fach). Auffallend sind ferner 
die massiven Steigerungen der Mikrokernraten (10- bzw. 30-fach gegenüber der 
Lösemittel- und INDO-Kontrolle), die in serumfreier Kultur bei Behandlung mit 
vergleichsweise geringen OTA Konzentrationen (1 und 3 µM) beobachtet werden. 
Die genotoxischen Effekte von OTA werden durch Zusatz höherer Konzentrationen 
an INDO (30 µM) nicht wesentlich anders moduliert als bei Zusatz von weniger INDO 
(10 µM), vermutlich weil bereits unspezifische Toxizität eine Rolle spielt. Betrachtet 
man in Tabelle 11 die zugehörigen Anteile an binukleären Zellen, so liegt dieser 
Schluß nahe. Im Prinzip zeigen die Untersuchungen zur Mikrokerninduktion durch 





die Genotoxizität des Mykotoxins verstärken kann. In diesem Fall kann der 
„Verstärkereffekt“ von Indometazin nicht als Folge einer verstärkten Freisetzung von 
OTA aus der Bindung an Serumproteine im Medium gedeutet werden. Es wäre aber 
möglich, daß INDO mit OTA um eine Bindung an intrazelluläre Proteine konkurriert 
oder auf anderen Wegen die (Geno-)Toxizität des Mykotoxins in den Zellen erhöht, 
beispielsweise durch eine Verschiebung des intrazellulären pH-Wertes. 
 
 
4.4 Einfluß von OTA und Indometazin auf den intrazellulären pH- 
 Wert von OSV-Zellen 
 
Im folgenden wurde die Möglichkeit untersucht, ob aufgrund eines Zusatzes des 
PHS-Inhibitors Indometazin der intrazelluläre pH-Wert der OSV-Zellen verschoben 
wird. Dies könnte zur Folge haben, daß die schwache Säure OTA vermehrt in die 
Zellen aufgenommen bzw. dort in höherem Maße retiniert wird.  
Der intrazelluläre pH-Wert wurde mittels der an konfokale Laser Scanning-
Mikroskopie gekoppelten Methode der Ratio-Fluorimetrie, unter Verwendung des 
Fluoreszenzfarbstoffes BCECF (vgl. 3.4; Abbildung 7) bestimmt. Abbildung 29 zeigt 




















Zur Validierung einer Messung des intrazellulären pH-Wertes von OSV-Zellen und 
um zu prüfen, wie die Zellen auf den Zusatz eines bekannten intrazellulären pH-
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Abb. 30: Änderung des intrazellulären pH-Wertes der OSV-Zellen nach Zusatz von  




Wie in Abbildung 30 gezeigt, stieg der intrazelluläre pH-Wert unmittelbar nach 
Zugabe von NH4Cl um etwa 0,8 pH-Einheiten an, um nach beendeter Exposition 
unter das Niveau der Ausgangsbedingungen zu fallen, bevor er sich nach wenigen 
Minuten wieder auf den Ausgangs-pH-Wert von ca. 7,3 einstellte. Ein solcher Verlauf 
wurde für andere Zellkulturen von Wehner et al. (1993) schon beschrieben. 
Im folgenden wurde der intrazelluläre pH-Wert bei Exposition der Zellen gegen OTA 
bzw. OTA in Kombination mit INDO untersucht. Diese Substanzen wurden dabei in 
vergleichbaren Konzentrationen eingesetzt, wie bei Genotoxizitätstesten in 
serumhaltiger Kultur (Degen et al., 1997). Dargestellt sind in den folgenden 
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Abb. 31: Intrazellulärer pH-Wert während einer 30 minütigen Inkubation in 














-7 -5 -3 -1 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33
Zeit  [min]
pHi





Abb. 32: Intrazellulärer pH-Wert während 30 minütiger Inkubation in Zellkultur- 
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Abb. 33: Intrazellulärer pH-Wert während 30 minütiger Inkubation in Zellkultur- 
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Abb. 34: Intrazellulärer pH-Wert während 30 minütiger Inkubation in Zellkultur- 
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Abb. 35: Intrazellulärer pH-Wert während 30 minütiger Inkubation in Zellkultur- 
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Abb. 36: Intrazellulärer pH-Wert während 30 minütiger Inkubation in Zellkultur- 





Die Abbildungen 31 - 36 zeigen, daß in vergleichbaren Konzentrationen, wie sie auch 
für den Mikrokerntest an OSV-Zellen eingesetzt wurden, weder INDO noch OTA, 
noch beide Substanzen in Kombination, einen meßbaren Effekt auf den 
intrazellulären pH-Wert haben. Es fällt auf, daß die intrazellulären pH-Werte bei 
Beginn der Inkubationen zwischen 7,2 und 7,4 liegen (im Falle der Positivkontrolle, 
Abbildung 30, auch höher). Der Grund für diese kleinen Differenzen zwischen den 
Versuchen ist unbekannt, hat jedoch keinen Einfluß auf das Ergebnis. Unabhängig 
vom Absolutwert zu Beginn der Inkubation erfolgte jedenfalls keine nennenswerte 








4.5.1 Proteingehalt im Zellkulturmedium 
 
Der Proteingehalt im Zellkulturmedium wurde nach der Methode von Bradford (1976) 
bestimmt (vgl. 3.6.2). Für Zellkulturmedium mit 2,5 % FCS wurde ein Proteingehalt 
von 16,63 mg / l Medium ermittelt, für Medium mit 10 % FCS ein Proteingehalt von 
55,82 mg / l Medium.  
 
 
4.5.2 Bindung von OTA an Proteine des Zellkulturmediums 
 
Eine Bindung des Mykotoxins OTA an Proteine des Zellkulturmediums wurde mittels 
Ultrafiltration bestimmt. Dazu wurde radioaktiv markiertes OTA in unterschiedlichen 
Konzentrationen mit (zellfreiem) Medium inkubiert, das 2,5 bzw. 10 % FCS enthielt, 
dann der Anteil freies, ungebundenes Toxin mittels LSC aus dem Ultrafiltrat bestimmt 
(vgl. 3.6.1). Die im Ultrafiltrat gemessene Radioaktivität wurde anhand der 
spezifischen Aktivitäten der eingesetzten OTA-Lösungen in µM freies (nicht Protein-

























Abb. 37: Konzentration von freiem (nicht protein-gebundenem) OTA in 
Abhängigkeit von der eingesetzten Mykotoxinkonzentration und bei 2,5 
bzw. 10 % FCS im Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD aus 
jeweils triplikaten Ansätzen 
 
Wie erwartet zeigen die Kurven, daß bei 10 % FCS im Medium der Anteil an freiem 
OTA wesentlich niedriger liegt als bei 2,5 % FCS im Medium. Zum Beispiel liegen 
jeweils 0,25 µM freies OTA vor, wenn bei dem niedrigen Serumgehalt 10 µM OTA 
zugesetzt wurden bzw. bei hohem Serumgehalt ca. 27 µM. Anders ausgedrückt: Um 
die gleiche Konzentration an freiem OTA einzustellen, muß bei 10 % FCS im Medium 
etwa 2 – 3 mal soviel Mykotoxin zugesetzt werden wie in Medium mit 2,5 % FCS.  
 
Unter Bedingungen, die relevant für die durchgeführten Mikrokerntests waren, wurde 
nun im folgenden untersucht, ob das Mykotoxin durch Indometazin aus einer Bindung 






4.5.3 Verdrängung von OTA durch Indometazin aus der Bindung an Serumproteine  
 des Zellkulturmediums  
 
4.5.3.1 Verdrängung bei hoher Serumkonzentration im Zellkulturmedium 
 
Im ersten Versuch wurde Zellkulturmedium mit einem FCS-Gehalt von 10 % mit OTA 
in unterschiedlichen Konzentrationen (5, 10, 20, 30 µM) und Zusatz von Indometazin 
(50 µM) inkubiert. Zur besseren Übersichtlichkeit wurde als Darstellungsform in 
Abbildung 38 der Quotient aus gebundenem und freiem Mykotoxin in Ansätzen mit 































Abb. 38: Verdrängung von OTA (in unterschiedlichen Konzentrationen) durch 
Indometazin (50 µM) aus der Bindung an Serumproteine des 
Zellkulturmediums. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD aus jeweils 
triplikaten Ansätzen bei 10 % FCS im Medium. 
 * bzw. **: signifikant ( p ≤ 0,05 bzw. p ≤ 0,01) nach t-Test 
 
Aus Abbildung 38 ist ersichtlich, daß bei  Zusatz von INDO (50 µM) ein Teil des OTA 





durch einen erniedrigten Wert für den Quotient aus gebundenem und freiem OTA in 
Gegenwart von INDO. Eine Erniedrigung dieses Quotienten bedeutet eine Erhöhung 
des ungebundenen, also freien und verfügbaren Mykotoxin-Anteils. 
Bei OTA-Konzentrationen von 5 µM und 20 µM war die Verdrängung durch 
Indometazin aus der Proteinbindung signifikant (p ≤ 0,01).  
 
 
4.5.3.2 Verdrängung bei niedriger Serumkonzentration im Zellkulturmedium 
 
Nachdem eine Verdrängung des OTA durch Indometazin aus der Bindung an 
Proteine des Zellkulturmediums bei hoher Serumkonzentration beobachtet werden 
konnte, war zu erwarten, daß sich dieser Effekt bei einer niedrigeren 
Serumkonzentration im Kulturmedium noch deutlicher bemerkbar macht. Im 
folgenden wurde dies bei 2,5 % FCS im Medium mit bzw. ohne Zusatz von 
Indometazin (50 µM) und OTA in unterschiedlichen Konzentrationen (5, 10, 20, 30 
µM) untersucht. Die Befunde sind in Abbildung 39 dargestellt; auch hier wurde aus 
Gründen der Übersichtlichkeit als Darstellungsform der Quotient aus gebundenem 
und freiem Mykotoxin gewählt. 
Abbildung 39 zeigt sehr deutlich, daß bei niedrigeren Serumkonzentrationen im 
Kulturmedium eine Verdrängung von OTA aus der Proteinbindung durch Indometazin 
erfolgen kann. Die Unterschiede im Quotienten sind bis zur höchsten OTA-
Konzentration (30 µM) signifikant und wie erwartet am deutlichsten bei den 
niedrigsten OTA-Konzentrationen. Ein weiterer Versuch mit ähnlichem Ergebnis ist 




































Abb. 39: Verdrängung von OTA (in unterschiedlichen Konzentrationen) durch 
Indometazin (50 µM) aus der Bindung an Serumproteine des 
Zellkulturmediums. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD aus jeweils 
triplikaten Ansätzen bei 2,5 % FCS im Medium 
 * bzw. ***: signifikant ( p ≤ 0,05 bzw. p ≤ 0,001) nach t-Test 
 
 
4.5.4 Bindung von Indometazin an Proteine des Zellkulturmediums 
 
Die Proteinbindung von Indometazin wurde analog wie unter 4.5.2 für OTA 
beschrieben ermittelt. Nun wurde aber radioaktiv markiertes Indometazin in 
unterschiedlichen Konzentrationen in zellfreiem Medium mit 2,5 bzw. 10 % FCS 
inkubiert und der Anteil freier, ungebundener Substanz mittels LSC aus dem 
Ultrafiltrat bestimmt (vgl. 3.6.1). Die im Ultrafiltrat gemessene Radioaktivität wurde 
anhand der spezifischen Aktivität der verwendeten Stammlösungen in µM freies, 





























Abb. 40: Konzentration an freiem, nicht proteingebundenem Indometazin in 
Abhängigkeit von der eingesetzten Konzentration und bei 2,5 bzw. 10 % 
FCS im Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD aus jeweils 
triplikaten Ansätzen 
 
Wie erwartet zeigen die Kurven, daß bei 10 % FCS im Medium der Anteil an freiem 
Indometazin niedriger liegt als bei 2,5 % FCS im Medium. Zum Beispiel liegen jeweils 
etwa 0,65 µM freies INDO vor, wenn bei dem niedrigen Serumgehalt 25 µM INDO 
zugesetzt wurden bzw. bei hohem Serumgehalt ca. 45 µM. Anders ausgedrückt: Um 
die gleiche Konzentration an freiem Indometazin einzustellen, muß bei 10 % FCS im 
Medium etwa doppelt soviel INDO eingesetzt werden wie in Medium mit 2,5 % FCS.  
Das Ergebnis betätigt somit (was bereits die Verdrängung von OTA aus der 
Proteinbindung zeigte, nämlich) eine Bindung von Indometazin an Serumproteine.  
Im folgenden wurde nun untersucht, ob Indometazin durch das Mykotoxin OTA aus 







4.5.5 Verdrängung von Indometazin durch OTA aus der Bindung an Proteine des  
 Zellkulturmediums 
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Abb. 41: Verdrängung von Indometazin (in unterschiedlichen Konzentrationen) 
durch OTA (5 bzw. 30 µM) aus der Bindung an Proteine des 
Zellkulturmediums. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD aus jeweils 
triplikaten Ansätzen bei 10 % FCS im Medium 
 
Wie aus Abbildung 41 deutlich wird, ist OTA in den eingesetzten Konzentrationen 
nicht in der Lage, Indometazin in signifikantem Umfang aus der Bindung an 
Serumproteine (10 % FCS) zu drängen. Ein zweiter Versuch mit ähnlichem Ergebnis 







4.5.5.2 Verdrängung bei niedriger Serumkonzentration im Zellkulturmedium 
 
Im folgenden sollte geprüft werden, ob bei einer niedrigeren Serumkonzentration im 
Kulturmedium (2,5 % FCS) eine Verdrängung des Indometazins durch OTA aus der 
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Abb.42: Verdrängung von INDO (in unterschiedlichen Konzentrationen) durch OTA 
(5 bzw. 30 µM) aus der Bindung an Proteine des Zellkulturmediums. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD aus jeweils triplikaten Ansätzen bei 
2,5 % FCS im Medium 
 * bzw. ** bzw. ***: signifikant (p ≤ 0,05 bzw. p ≤ 0,01 bzw. p ≤ 0,001) nach 
t-Test 
 
Wie Abbildung 42 zeigt, kann OTA bei einer geringeren Serumkonzentration im 
Zellkulturmedium auch Indometazin aus seiner Proteinbindung verdrängen. Die 
Resultate waren hier nur für die beiden höheren Indometazin-Konzentrationen 





findet man eine signifikante (p ≤ 0,01 bzw. p ≤ 0,001) Erniedrigung des Quotienten, 
d.h. einen Anstieg des ungebundenen Indometazins im Versuchansatz. 
 
Zusammenfassend zeigen die durchgeführten Experimente zur konzentrations-
abhängigen Serumproteinbindung von OTA und INDO daß  
 
• beide Stoffe eine hohe Affinität zu Serumproteinen haben und daher 
• nur ein Bruchteil der nominalen Konzentration in freier Form vorliegt  
¾ bei 2,5 % FCS im Medium weniger als 1 % 
¾ bei 10 % FCS im Medium ca. 0,1 %. 
• OTA und Indometazin konkurrieren um eine Bindung an Serumproteine und 
können einander aus dieser Bindung verdrängen.  
 
Je nach Konzentrationsverhältnis zwischen OTA und INDO führt dies zu einer mehr 






5 Diskussion  
 
Vorbemerkung: Zwischen dem Abschluss der experimentellen Arbeiten und der 
Niederschrift dieser Dissertation ergab sich aus beruflichen Gründen ein längeres 
Zeitintervall (ca. 5 Jahre). Dies mag auf den ersten Blick als „Handycap“ erscheinen, 
doch liegt darin auch die Chance, eigene Ergebnisse und Hypothesen im Kontext 
neuer Befunde anderer Gruppen zu diskutieren sowie die Entwicklung der Diskussion 
über die Wirkmechanismen von Ochratoxin A, insbesondere zur Rolle des Metabo-




5.1 Genotoxische Wirkungen von OTA – und Indizien für eine  
 Rolle des Metabolismus? 
 
Zu Beginn der experimentellen Arbeiten (1995) war ein genotoxisches Potential für 
OTA zwar bekannt (vgl. Einleitung 1.3, Abschnitt Genotoxizität), doch noch nicht hin-
reichend charakterisiert. Zu einer besseren Charakterisierung genotoxischer Effekte 
von OTA trugen u.a. Studien am Institut für Arbeitsphysiologie an der Universität 
Dortmund (IfADo) bei, in denen verschiedene Endpunkte genutzt wurden, um ein 
breites Spektrum an möglichen Schäden am Erbgut zu erfassen (Tests auf Genmu-
tationen, Auslösung von DNA-Reparatur; DNA-Strangbrüche, Mikrokerninduktion, 







Untersuchungen zur Genotoxizität von Ochratoxin A am Institut für 
Arbeitsphysiologie an der Universität Dortmund (IfADo) 
 
 






PUBEC   SCE positiv Föllmann et al., 1995 
Humanlymphozyten  SCE schwach 
positiv 
Pietsch, 1995 
PUBEC UDS positiv Dörrenhaus und Föllmann, 
1997 
Humane Urothelzellen UDS positiv Dörrenhaus et al., 2000 
OSV Mikrokerne positiv Degen et al., 1997 
MDCK  COMET-Assay positiv Lebrun und Föllmann, 
2002 
V79 HPRT-Test 
 (+S9 Mix) 
negativ Föllmann und Lucas, 2003 
S. typhimurium  Mutationstest 
 (+ S9 Mix) 
negativ Föllmann und Lucas, 2003 
 PUBEC = porcine urinary bladder epithelial cells; 
 SCE = sister chromatid exchange;  
 UDS  = unscheduled DNA-synthesis;  
 OSV  = ovine seminal vesicle cells; 
 MDCK  = Madin Darby canine kidney cells; 
 V79  =  hamster fibroblasts; 
 HPRT  =  hypoxanthin-guanin-phosphoribosyl-transferase assay  
 
Tab. 12: Übersicht über Untersuchungen zur Genotoxizität von OTA am Institut für  
 Arbeitsphysiologie an der Universität Dortmund (IfADo). 
 
 
OTA-Behandlung von Harnblasenepithelzellen des Schweins (PUBEC) führte zu 
vermehrter DNA-Reparatur, deren Intensität von der einwirkenden Mykotoxin-
Konzentration abhängig war und die eine Schädigung anzeigt. Auch OTA-
Behandlung von Rattenhepatozyten führte zur konzentrationsabhängigen Induktion 





weisbare OTA-Wirkung in Harnblasenzellen aber ausgeprägter (Dörrenhaus und 
Föllmann, 1997), eine Beobachtung, die zu der bevorzugten Schädigung dieses Ziel-
organs durch OTA im Tierversuch passt. 
Darüberhinaus weisen konzentrationsabhängige Effekte im SCE-Assay mit zwei Zell-
typen auf eine genotoxische Wirkung von OTA hin (Föllmann et al., 1995; Pietsch, 
1995). Schadeffekte wurden auch mit Hilfe des Mikrokern-Assays näher untersucht, 
einem Test, der aneuploidogene (Fehlverteilungen ganzer Chromosomen bei der 
Zellteilung) und/oder clastogene Substanzwirkungen (Bildung von Chromosomen-
bruchstücken) anzeigt. OTA- Behandlung von OSV-Zellen führte zu einer konzentra-
tionsabhängigen Induktion von Mikrokernen (Degen et al., 1997). Eine detaillierte  
Analyse der Mikrokerne ließ auf überwiegend clastogene, aber auch auf aneuploido-
gene Wirkungen schließen. Dies wurde später in einem weiteren Mikrokern-Assay 
mit SHE-Zellen (syrian hamster embryo fibroblasts) bestätigt (Dopp et al., 1999). 
Weitere Untersuchungen aus jüngster Zeit mit Hilfe des Comet-Assay und MDCK-
Zellen runden das Bild nun weiter ab: Positive Befunde sprechen für Schadwirkungen 
wie DNA-Strangbrüche in OTA-behandelten Zellen, die aber offenbar auch in gewis-
sem Umfang (zeitabhängig) wieder repariert werden. Durch Variation der Behand-
lungsbedingungen wurde ferner gezeigt, daß der Zusatz eines Hemmstoffs der DNA-
Reparatur die genotoxischen Effekte von OTA noch verstärkt. Bei Koinkubation mit 
Substanzen, die über sogenannte Transporter in Zellen aufgenommen werden, wird 
andererseits die Toxizität von OTA deutlich vermindert. Die Befunde sprechen dafür, 
daß DNA-Reparatur die Ausprägung der Schäden moduliert und Transporter wie 
OATP (organischer Anionentransporter) die Aufnahme von OTA in Zellen maßgeb-
lich beeinflussen (Lebrun und Föllmann, 2002). 
 
Diese und weitere Untersuchungen (siehe unten) belegen nunmehr eindeutig ein ge-
notoxisches Potential für OTA. Das Schadensspektrum ist für OTA aber offenbar ein 
anderes als für Aflatoxin B1, ein sehr potentes kanzerogenes Mykotoxin, das vor al-
lem Genmutationen auslöst (Eaton und Gallagher, 1994; Dirheimer, 1998; Smela et 
al., 2002). Dies zeigen Befunde für bakterielle und andere Mutagenitätsteste mit 
OTA. Hier interessieren diese Befunde primär unter dem Aspekt einer Metabolisie-
rung / Bioaktivierung von OTA. 
Hennig et al. (1991) berichteten ein positives Ergebnis im Ames-Test bei Verwen-





noch umfangreicheren Versuchen mit etlichen Salmonella typhimurium Stämmen 
konnte dies aber nicht bestätigt werden: Föllmann und Lucas (2003) fanden keine 
Punkt- oder Leseraster-Mutationen. Auch im HPRT-Test (Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase) mit V79-Zellen (Hamsterfibroblasten) war bei Einsatz 
von Hepatozyten-Überstand oder externem Metabolisierungssystem (S-9 Mix aus 
Leber oder Niere) keine Mutagenität für OTA zu finden. Auch weitere Ames-Teste mit 
und ohne Einsatz verschiedener Enzymsysteme (Cytochrom-P450 und/oder HRP) 
zeigten nur negative Befunde (Kuczuk et al., 1978; Würgler et al., 1991; Zepnik et al., 
2001), während ein Ames-Test für OTA (mit Nierenmikrosomen) positiv war 
(Obrecht-Pflumio et al., 1999).  
Andere Befunde lassen eine metabolische Aktivierung von OTA als notwendig für 
eine genotoxische Wirkung erscheinen:  
Bei Tests mit NIH/3T3 Zellen, die mit CYP-Isoenzymen transfiziert wurden und einen 
Shuttle-Vector mit dem lacZ‘-Gen als Reportergen für Mutationen enthielten, führte 
OTA-Behandlung primär zu großen Deletionen (De Groene et al., 1996b). Da diese 
auch Folge clastogener Effekte sein können, und solche z.B. im Mikrokerntest auftra-
ten (Degen et al., 1997; Dopp et al., 1999) ist der Befund kein Widerspruch zu den 
oben genannten negativen Resultaten für OTA in bakteriellen und Säugerzell-
Assays, er spricht aber für eine Beteiligung von Cytochrom P450 Enzymen. 
 
Malaveille et al. (1994) berichten, daß die in einem modifizierten SOS-Chromotest in 
E. coli gefundenen genotoxischen Effekte von OTA durch Zusatz von Trolox C, einer 
wasserlöslichen Form des Vitamin E (eines Radikalfängers), komplett zu unterdrü-
cken waren. Sie vermuteten, daß durch Peroxidase-Aktivität in den Bakterien ein 
OTA-Radikal (möglicherweise ein Alkoxy-Radikal am C8) entsteht, das die genotoxi-
schen Effekte (SOS DNA repair) auslöst. OTA (und einige Strukturanaloga) war(en) 
in diesem Test ohne Zusatz eines externen metabolisierenden Systems wirksam; ein 
Bakterienenzym mit peroxidativer Aktivität wurde nicht charakterisiert. E. coli gehören 
zu den wenigen Organismen, die keine endogenen CYP450 Enzyme exprimieren.  
Später berichteten Gillman et al. (1999) über Untersuchungen mit einem wasserlösli-
chen Fe-Porphyrin-Oxidationssystem (FeTPPS) zur in vitro Modellierung des Myko-
toxin-Metabolismus: Bei Oxidation mit FeTPPS und H2O2 förderte OTA die Entste-





reaktiver Sauerstoffspezies (Hydroxylradikale). Die Autoren fanden Anhaltspunkte für 
eine Phenol-Oxidation über ein intermediäres Phenoxy-Radikal zu einem (dechlorier-
ten) OTA-Chinon-Derivat, das in Gegenwart eines reduzierenden Agens (Natrium-
Ascorbat) zum Hydrochinon reduziert wurde. Unklar ist bisher, inwieweit dieses in 
vitro System tatsächlich zelluläre metabolische Prozesses modelliert, da keines die-
ser Produkte in vivo oder in Zellkultur beschrieben worden ist. Das Hydrochinon ist 
zwar durch Autoxidation „abbaubar“; doch ein Chinon sollte an Nukleophile, z.B. Pro-
tein oder Glutathion, binden und somit (indirekt) nachweisbar sein. 
Bei Inkubation von [3H]-OTA mit primären Hepatozyten von Ratte oder Mensch ent-
standen nur geringe Mengen an 4-Hydroxy-OTA und zwei neue Metabolite (Hexose 
und Pentose-Konjugate), doch fand sich keine Evidenz für eine kovalente Bindung 
oder metabolische Aktivierung (Gross-Steinmeyer et al., 2002). Ein erniedrigter Quo-
tient an reduziertem/oxidiertem Glutathion in OTA-behandelten Zellen weist auf oxi-
dativen Stress hin; der Befund spricht aber nicht zwingend für die Entstehung von 
OTA-Radikalen, weil verschiedene Auslöser für oxidativen Streß in Frage kommen 
(Sies, 1997; Gate et al., 1999).  
Ferner hatte die Gruppe um Dirheimer und Pfohl-Leszkowicz gezeigt, daß eine OTA-
Behandlung von Nagern und Zellkulturen zu DNA-Modifikationen führt, die mit Hilfe 
der 32P-Postlabelling-Methode nachweisbar sind (Pfohl-Leszkowicz et al., 1991; 
1993, a-e; Grosse et al., 1995, a,b; Obrecht-Pflumio et al., 1996; Castegnaro et al., 
1998). Die als „DNA-Addukte“ angesehenen Modifikationen (spots) zeigten teilweise 
unterschiedliche Muster in verschiedenen Organen von Ratte und Maus und in ver-
schiedenen Zellen. Dies wurde als Hinweis auf Organ-spezifischen Metabolismus 
gewertet. Daß die Adduktlevel bzw. die Intensität einzelner Flecke in vivo unter Gabe 
von Indometazin und Aspirin geringer waren, sprach nach Ansicht der Autoren für 
eine Beteiligung der Prostaglandin-H-Synthase an der Bildung reaktiver OTA-
Intermediate (Obrecht-Pflumio et al., 1996). Interessanterweise führte in vitro auch 
Zusatz von Katalase, Superoxiddismutase, Ascorbinsäure oder α-Tocopherol zu ei-
ner deutlichen Verringerung der Adduktanzahl und Menge (Grosse et al., 1997). Die-
ser Befund spricht dafür, daß reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen spe-
cies) – generiert infolge OTA-induzierter Zytotoxizität – zumindest für einen Teil der 





Die Identität der vermeintlichen DNA-Addukte ist aber bislang nicht geklärt: Eine Ar-
beit legt nahe, daß mit mikrosomal aktiviertem OTA hauptsächlich Guanin-
Modifikationen entstehen (Obrecht-Pflumio und Dirheimer, 2000). Andere Gruppen 
haben in jüngster Zeit mit hochempfindlichen Methoden versucht, eine Bindung von 
tritiiertem OTA an DNA nachzuweisen, aber mit negativem Befund (Gautier et al., 
2001a; Gross-Steinmeyer et al., 2002). Dazu passen ältere Arbeiten, in denen eben-
falls keine Bindung von [3H]-OTA an DNA detektierbar war (Rasonyi, 1995; Schlatter 
et al., 1996). Diese Autoren bezweifeln daher, daß reaktive OTA-Intermediate ent-
stehen und kovalent an DNA binden. 
 
Die zu Beginn der Dissertation (und auch heute noch) schwierige Datenlage läßt sich 
kurz wie folgt zusammenfassen:   
    
 
Es besteht Konsens, daß OTA ein gentoxisches Potential aufweist und erbgutverän-
dernde Wirkungen zeigt, aber offenbar keine Punkt- und Leseraster-Mutationen indu-
ziert (Benford et al., 2001).  
Kontrovers diskutiert wird die Bedeutung des Metabolismus (einer Bioaktivierung) 
von OTA; der Dissens kann in zwei Positionen ausgedrückt werden:    
 
• Position 1: Oxidativer Metabolismus ist notwendig für genotoxische Effekte; er 
wird von Cytochrom P450 und / oder Peroxidasen katalysiert. 
• Position 2: Metabolismus ist nicht notwendig für genotoxische Effekte; diese 






5.2 Aufgabenstellung dieser Arbeit vor dem Hintergrund  
 kontroverser Vorstellungen zum Wirkungsmechanismus von  
 OTA 
 
Wie oben dargestellt, gab (und gibt es weiterhin) unterschiedliche Positionen dazu, 
welche Rolle eine metabolische Aktivierung von OTA für genotoxische Effekte spielt 
und welche Enzyme eine Bioaktivierung katalysieren.  
Zum einen wurde eine Beteiligung von Cytochrom P450 Enzymen postuliert, und 
zwar in Hinblick auf unterschiedlich hohe Tumorinzidenzen und „Adduktspiegel“ in 
zwei Rattenstämmen sowie geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Ausprägung 
der teils miteinander korrelierten Endpunkte (Castegnaro et al., 1998; Pfohl-
Leszkowicz et al., 1998). Andererseits postulierte die Gruppe um Dirheimer und 
Pfohl-Leszkowicz auch eine Rolle für Prostaglandin-H-Synthase (PHS), da diese Pe-
roxidase in relevanten Zielgeweben (siehe unten) exprimiert wird (Davis et al., 1981), 
in Niere und in Harnblase OTA-exponierter Tiere vergleichsweise hohe „DNA-
Adduktspiegel“ gefunden wurden (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993 c - e), und bei Gabe 
von Indometazin und Aspirin, zwei bekannten PHS-Inhibitoren, die Adduktmengen in 
der Harnblase deutlich reduziert wurden (Obrecht-Pflumio et al., 1996). 
Die Autoren schlossen auf eine metabolische Aktivierung von OTA durch PHS, die 
von Indometazin verhindert wurde. Jedoch sind auch andere Erklärungen des in vivo 
Befundes und die quasi protektive Wirkung von Indometazin denkbar: So führt bei-
spielsweise Behandlung von OTA-exponierten Ratten mit Piroxicam zur erhöhten 
renalen Ausscheidung von OTA (Baudrimont et al., 1995). Piroxicam ist - wie Indo-
metazin - ein nicht-steroidales anti-inflammatorisches Agens (NSAID) mit ausgepräg-
ter Bindung an Plasmaproteine (Skerlj, 1989). Es käme bei Verdrängung von OTA 
aus seiner Bindung an Plasmaproteine zur erhöhten (schnelleren) renalen Eliminati-
on und daher zu geringeren Spiegeln des Mykotoxins im Zielgewebe. Der protektive 
Effekt von NSAIDs wäre also auf eine veränderte Kinetik von OTA zurückzuführen, 
und nicht auf die Hemmung einer PHS-katalysierten Aktivierung. 
Gegen die Hypothese einer PHS-abhängigen Bioaktivierung sprechen die in vitro 
Befunde aus dem Mikronukleus-Assay mit OSV-Zellen, wo Indometazin die Genoto-
xizität von OTA verstärkte (Degen et al., 1997). Dabei handelt es sich um ein Zellkul-





terisiert ist. OSV-Zellen exprimieren PHS Enzym in hohem Maße (Freyberger et al., 
1987; Foth, 1992; Degen, 1993 a,b); eine Aktivität der Cytochrom P 450 Enzyme ist 
zwar durch Ah-Rezeptor Liganden induzierbar, aber nicht konstitutiv vorhanden 
(Schuhmacher et al., 1996). 
Verglichen mit der in vivo Situation werden durch die geringere Komplexizität der 
Zellkultur weitere Untersuchungen und eine Ausdeutung der Ergebnisse begünstigt. 
Wie eingangs dargestellt, wurden zur Klärung des Befundes aus dem Mikronukleus-
Assay drei Arbeitshypothesen zu Interaktionen von OTA und INDO aufgestellt (vgl. 
Abschnitt 1.5) und untersucht. 
 
Die durchgeführten Experimente fokussierten auf drei Fragen:   
 
1) Wird OTA durch OSV Zellen und/oder mikrosomale Prostaglandin-H- 
 Synthase (PHS) bzw. Meerettich-Peroxidase (HRP) metabolisiert? 
2) Haben OTA und INDO, in Konzentrationen wie im  Mikrokern-Assay, einen  
 Einfluss auf den intrazellulären pH-Wert von OSV-Zellen? 
3) Konkurrieren OTA und INDO um Bindung an Serumproteine?  
 
 




5.3 Wird OTA von Peroxidasen (PHS, HRP) oder in OSV-Zellen (im  
Sinne einer Bioaktivierung oder Detoxifizierung) metabolisiert? 
 
Zunächst wurde untersucht, ob OTA durch mikrosomale Prostaglandin H Sythase 
(PHS) umgesetzt wird: Dazu wurden Schafsamenblasen-Mikrosomen (ram seminal 
vesicle microsomes, RSVM) als Enzymquelle und Arachidonsäure als Kofaktor ein-
gesetzt und tritiiertes OTA mit aktivem Enzym bzw. in Kontrollansätzen (ohne/mit 
inaktiviertem RSVM) inkubiert (vgl. 3.8.1). Nach Aufarbeitung wurden die Ansätze mit 
HPLC und Fluoreszenzdetektion bzw. LSC analysiert.  
 
Ein Vergleich der Fluoreszenzprofile von kompletten Inkubationen mit Kontrollen 
zeigte weder signifikante Unterschiede in der OTA-Menge noch deutliche Zunahmen 





sätzen neben OTA noch weitere fluoreszierende Substanzen/Produkte in geringer 
Menge detektiert worden, doch eher weniger als in den Kontrollansätzen ohne PHS-
Aktivität.  
OT alpha konnte in keinem der Ansätze nachgewiesen werden. Aufsetzversuche mit 
dem OTA-Derivat OTB zeigten, daß sowohl in kompletten Ansätzen als auch in An-
sätzen ohne Enzym eine Substanz von der Säule eluiert, die offenbar mit OTB co-
chromatographiert. Eine genauere Analyse dieses Peaks wurde nicht vorgenommen, 
da er in ähnlicher Menge auch in den Kontrollen auftrat, also offenbar nicht enzyma-
tisch gebildet wird, sondern wahrscheinlich während der Aufarbeitung der Proben 
entsteht und somit ein Artefakt darstellt. Aus den gleichen Gründen wurde die Natur 
der übrigen Peaks ebenfalls nicht weiter analysiert, zumal es sich dabei nur um Spu-
ren (geringe Fluoreszenzintensität) handelte.  
Die Entstehung neuer radioaktiv markierter Metaboliten wurde auch durch fraktionier-
tes Auffangen des HPLC-Eluates und Analyse mit LSC untersucht. Die Ergebnisse 
sind in Abbildung 16 dargestellt. Es zeigte sich, in Übereinstimmung mit dem HPLC-
Fluoreszenzprofil, daß die im Eluat gemessene Radioaktivität sich nahezu aus-
schließlich in den Fraktionen wiederfand, die OTA entsprechen. Nur ein sehr geringer 
Anteil der eingesetzten Radioaktivität eluierte vor OTA von der Säule (Hinweis auf 
polarere Produkte), u.a. eine Fraktion mit der Retentionszeit von OTB. Dies spricht 
dafür, daß es sich bei dem im Fluoreszenzprofil detektierten Peak tatsächlich um 
OTB handelt. Auch hier waren die Mengen in kompletten Ansätzen und Kontrollen 
vergleichbar und sprachen gegen eine Enzym-katalysierte Bildung.  
 
Weder die Ergebnisse der HPLC Analyse noch die unter 4.2.1.4 beschriebenen Be-
funde einer Analyse der Überstände mittels DC und Autoradiographie ergaben einen 
Hinweis darauf, daß OTA durch die Peroxidase PHS metabolisiert wird.  
Möglicherweise könnten bei einer metabolischen Umsetzung des Mykotoxins durch 
PHS aber reaktive OTA-Intermediate entstanden sein, die bei den genannten Analy-
sen der Extrakte nicht erfasst wurden. Dagegen sprechen aber die in Abbildung 14 
gezeigten Daten: Die in verschiedenen Inkubationsansätzen gemessene Radioaktivi-
tät lag nur zu maximal 0,8 % gebunden an mikrosomales Protein vor, und in komplet-
ten (also enzymatisch aktiven) Ansätzen war die Radioaktivitätsmenge geringer als 







Um ausschließen zu können, daß die „Null-Befunde“ für OTA auf einer mangelnden 
Aktivität des verwendeten Mikrosomenbatches beruhen, wurde eine Inkubation mit 
dem als PHS-Substrat bekannten trans-Diethylstilbestrol (Degen et al., 1982; Degen 
und McLachlan, 1985) durchgeführt. Sie zeigte, daß der verwendete Enzymbatch 
diese Substanz sehr effizient zum Metaboliten Z,Z-Dienestrol oxidierte (vgl. 4.2.1.5). 
 
Als Zwischenfazit läßt sich festhalten, daß aus Experimenten mit aktivem mikroso-
malem Enzym keine Hinweise für eine PHS-katalysierte Umsetzung von OTA vorlie-
gen, weder im Sinne einer metabolischen Aktivierung (keine Zunahme protein-
gebundener Radioaktivität nachweisbar), noch als detoxifizierende Metabolisierung 
(keine Zunahme von OT alpha, OTB oder neuen Metaboliten nachweisbar).  
 
Im folgenden wurde dann untersucht, ob das Mykotoxin möglicherweise durch eine 
andere Peroxidase, die Meerrettichperoxidase (HRP) metabolisiert werden kann. 
Für eine Reihe von Fremdstoffen kann HRP als „Modellperoxidase“ für die PHS die-
nen und generiert die gleichen Metabolite wie das Säugerenzym (z.B. E-DES). Ande-
rerseits gibt es auch Unterschiede im Spektrum der Substrate, die von PHS und HRP 
umgesetzt werden: Beispielsweise wird Anilin von HRP, aber nicht von PHS oxidiert; 
Amitrol und Lipoic acid werden von PHS, aber nicht von HRP oxidiert (Übersicht in 
Degen et al., 2002). 
Anders als mikrosomale PHS wurde HRP in hochreiner Form eingesetzt: Bindung 
der Ausgangssubstanz OTA bzw. reaktiver Intermediate an Enzymprotein ist daher 
von vornherein zu vernachlässigen und nicht Gegenstand der Analysen. Dies ermög-
lichte aber, das Verfahren zur Aufarbeitung der Proben weniger aufwendig zu gestal-
ten als mit PHS. So kann die Gefahr des Entstehens von Artefakten während der 
Aufarbeitung reduziert werden, und es sollten günstigere Bedingungen für den 
Nachweis etwaiger entstehender Metabolite vorliegen. 
 
Die unter 4.2.2 dargestellten Ergebnisse, insbesondere die Abbildungen 20 und 21 
zeigen eine praktisch vollständige Wiederfindung des eingesetzten OTA in allen In-
kubationsansätzen. In Untersuchungen mit dieser Peroxidase fanden sich also eben-
falls keine Anzeichen einer OTA-Metabolisierung. Zur Absicherung der metaboli-





durchgeführt: Sie zeigte, daß das Enzym unter unseren Inkubationsbedingungen ak-
tiv ist und eine Oxidation von OTA hätte katalysieren können.  
 
Unser negativer Befund für OTA steht in Einklang mit einem kürzlich publizierten Er-
gebnis von Zepnik et al. (2001): Diese Autoren fanden bei Inkubation von OTA mit 
HRP keine detektierbare Umsetzung des Mykotoxins und auch keine Aktivierung zu 
mutagenen Produkten.  
 
Aus den erhaltenen Befunden lassen sich folgende Schlußfolgerungen ziehen:  
 
• Die von einigen Autoren (vgl. Abschnitt 5.2) postulierte peroxidative Bioaktivie-
rung von OTA kann mit Blick auf die negativen Resultate der experimentellen 
Studien zur Umsetzung von OTA durch PHS, HRP und OSV-Zellen nicht bestätigt 
werden. Unsere und die von Zepnik et al (2001) erhaltenen Befunde sprechen 
vielmehr gegen eine Umsetzung des Mykotoxins OTA durch Peroxidasen wie 
HRP oder PHS im Sinne einer metabolischen Aktivierung.  
¾ In jüngster Zeit publizierte Arbeiten anderer fanden auch keine Anhaltspunkte 
für eine Cytochrom P450-katalysierte Bildung reaktiver OTA-Intermediate (vgl. 
Abschnitt 5.1).  
• Ferner kann die Hypothese einer Detoxifizierung des Mykotoxins durch PHS 
(oder andere Enzyme) ad acta gelegt werden, denn: 
¾ Die Analyse der Inkubationen von OTA mit mikrosomaler PHS, HRP oder 
OSV-Zellen lieferte keine Hinweise auf eine Bildung von weniger toxischen 
Metaboliten wie OT alpha oder OTB (bzw. Hemmung ihrer Produktion durch 
INDO; siehe unten). 
¾ Auch folgende Überlegung spricht dagegen: Wie von Foth (1992) gezeigt, wird 
in OSV-Zellen exprimierte PHS schon bei Zusatz von ≤ 5 µM Indometazin fast 
vollständig gehemmt. Daher ist nicht einzusehen, warum ein Zusatz von 50 
µM INDO zur Zellkultur mehr genotoxisch wirkendes OTA „produziert“ (mittels 
Hemmung einer OTA-Detoxifizierung) als ein Zusatz von 10 µM INDO.  
 
Unsere Hypothese # 1 (vgl. Abschnitt 1.5) kann also verworfen werden, denn sie 
erklärt nicht den modulierenden Einfluss von INDO auf die OTA-induzierten Mikro-





Gegenwart des Inhibitors wäre aber ebenfalls zu erwarten gewesen, falls andere En-
zyme als PHS in den OSV-Zellen in nennenswertem Umfang OTA detoxifizieren und 
wenn INDO diese Reaktion hemmt.  
Indometazin ist ein potenter Hemmstoff verschiedener Decarboxylasen (Grygliewski, 
1979); von denen ist allerdings nicht bekannt, ob sie OTA umsetzen und ob sie in 
OSV-Zellen exprimiert werden. Dies gilt sinngemäss auch für Hydrolasen, die even-
tuell eine Detoxifizierung (zu OT alpha) katalysieren.  
Aus diesen Gründen wurde im folgenden eine Umsetzung von OTA durch die OSV-
Zellen untersucht, mit besonderem Augenmerk auf eine Bildung von Metaboliten. 
Es wurden aber keine Anzeichen für eine Metabolisierung von OTA durch OSV-
Zellen gefunden (also keine Zeit- oder Zell-abhängige Bildung neuer Produkte; vgl. 
Abschnitt 4.1). Auch diese Variante von Hypothese # 1 (vgl. Abschnitt 1.5) wird da-
her verworfen.  
 
Zur Erklärung der im Mikrokerntest gefundenden Resultate mit Indometazin waren 
daher weitere Hypothesen und damit verknüpfte Fragestellungen zu untersuchen.  
 
 
5.4 Bewirken OTA und Indometazin (allein oder in Kombination) 
eine meßbare Verschiebung des pH-Wertes in OSV-Zellen?  
 
Mit Konzentrationen, die im Mikrokern-Assay wirksam waren, wurde untersucht, ob 
OTA bzw. INDO (allein und in Kombination) den intrazellulären pH-Wert der OSV-
Zellen beeinflussen. Es wäre denkbar, daß ein Zusatz von INDO den intrazellulären 
pH-Wert der OSV-Zellen dahingehend ändert, daß die schwache Säure OTA leichter 
in die Zellen aufgenommen bzw. dort besser retiniert werden kann. Die Bestimmung 
des intrazellulären pH-Wertes erfolgte unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes 
BCECF mittels der an konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie gekoppelten Methode 
der Ratio-Fluorimetrie.  
Der intrazelluläre pH-Wert unbehandelter oder nur mit Lösemittel (DMSO) behandel-
ter OSV-Zellen wurde mit ca. 7,3 bis 7,4 ermittelt. Zusatz von OTA allein in Konzent-
rationen von 20 bzw. 30 µM zum Zellkulturmedium führte in zwei Versuchsreihen bei 
30-minütiger Inkubation nicht zu einer Verschiebung des intrazellulären pH-Wertes 





Analog dazu wurden auch Untersuchungen zur Frage einer möglichen intrazellulären 
pH-Wert Veränderung durch Indometazin allein bzw. Indometazin in Kombination mit 
OTA durchgeführt. In keinem der Versuchsansätze war bei Zusatz der Substanzen in 
Konzentrationen, wie sie auch im Mikrokern-Assay in serumhaltigem Kulturmedium 
eingesetzt worden sind, bei 30-minütiger Inkubationsdauer ein Einfluß auf den intra-
zellulären pH-Wert zu detektieren.  
Als Positiv-Kontrolle wurde ein bekannter ”pH-Wert-Shifter”, nämlich NH4Cl in 10 mM 
Konzentration, dem Medium der OSV-Zellen zugesetzt: Damit wurde der intrazellulä-
re pH-Wert innerhalb von 1,5 Minuten um etwa 0,8 Einheiten in den alkalischen Be-
reich verschoben. So konnte gezeigt werden, daß die OSV-Zellen mit einer pH-Wert-
Verschiebung reagiert hätten, wenn die anderen Prüfstoffe unter unseren Versuchs-
bedingungen eine solche hervorgerufen hätten.  
 
In der Literatur finden sich Hinweise darauf, daß OTA in MDCK-Zellen (Madin-Darby 
Canine Kidney Cells) den intrazellulären pH-Wert und die Chlorid-Homöostase zu 
beeinflussen vermag. So wurde berichtet, daß unter Bedingungen, unter denen der 
Cl-/HCO3- Austausch in den Zellen aktiv war, Zusatz von 1 µM OTA zum Medium in-
nerhalb von 3 - 5 Minuten zu einem Anstieg des intrazellulären pH-Wertes um 0,11 ± 
0,03 Einheiten führte (Gekle et al., 1994). Dies beruht nach Ansicht der Autoren auf 
einer Hemmung der Leitfähigkeit der Plasmamembran für Anionen wie Cl- (Gekle et 
al., 1993). Da Cl- über den Cl-/HCO3- Austauscher in die Zelle aufgenommen wird, 
bricht mit dem durch Hemmung des Cl- Ausstoßes verbundenen Anstieg der intrazel-
lulären Chlorid-Konzentration auch der Gradient zum Betreiben des Cl-/HCO3- Aus-
tauschers zusammen. Die Folge ist eine intrazelluläre Akkumulation an HCO3-, die 
zum Anstieg des intrazellulären pH-Wertes führen soll (Kuramochi et al., 1997). 
Gekle et al. (1994) konnten mit OTA also einen, wenn auch geringen, Anstieg des 
intrazellulären pH-Wertes finden, wir aber nicht. Für den (scheinbar) divergierenden 
Befund kommen zwei Gründe infrage: 
 
¾ die beiden Zelltypen (MDCK bzw. OSV-Zellen) oder  
¾ unterschiedliche Versuchsbedingungen.  
 
Während Gekle et al. (1994) die Folgen einer OTA-Behandlung (1 µM) in serum-





Zellkulturmedium mit 10 % FCS und OTA (20 – 30 µM) durch (um die Bedingungen 
des Mikronukleus-Tests soweit als möglich zu imitieren).  
Da OTA bekanntlich sehr gut an Serumproteine bindet, stellt sich die Frage, gegen 
welche „freien“ Mykotoxin-Konzentrationen die Zellen exponiert waren. Im Vorgriff auf 
die Diskussion der Befunde zur Proteinbindung von OTA sei hier auf Abbildung 37 
verwiesen. Sie zeigt, daß die hohe Affinität des Mykotoxins für Serumproteine den 
Anteil an freiem, also in Zellen aufnehmbarem OTA, maßgeblich verringert.  
Wie in Kapitel 4.5 dieser Arbeit dargestellt, liegen bei 10 % FCS im Kulturmedium nur 
ca. 0,2 µM der eingesetzten OTA-Menge (20 µM) frei verfügbar, also nicht an Protein 
gebunden, vor. Dieser Anteil erhöht sich bei 30 µM OTA unwesentlich auf etwa 0,25 
µM freies OTA im serumhaltigen Medium. Demgegenüber detektierten Gekle et al. 
(1994) eine intrazelluläre pH-Wert Verschiebung mit MDCK Zellen in serumfreiem 
Medium mit 1 µM OTA, also bei ca. 4-fach höheren Anteilen an freiem Mykotoxin. 
 
Unter den zur Erklärung der Mikrokern-Befunde relevanten Versuchsbedingungen 
waren keine meßbaren Einflüsse von OTA oder INDO auf den intrazellulären pH-
Wert von OSV-Zellen nachweisbar; daher wurde auch Hypothese # 2 verworfen und 
stattdessen Hypothese # 3 (vgl. Abschnitt 1.5) weiter verfolgt.  
 
 
5.5  Konkurrieren OTA und INDO um Bindung an Serumproteine? 
Anders formuliert lautet die Frage:  
¾ Kann INDO das Mykotoxin aus seiner Bindung an Serumproteine verdrängen 
und folglich den Anteil an freiem OTA im Zellkulturmedium erhöhen? 
¾ Wenn ja, lassen sich damit die Verstärkungseffekte von Indometazin auf die 
Mikrokerninduktion durch OTA in OSV Zellen erklären bzw. Wenn nein, sind 
weitere Konkurrenzreaktionen um eine Proteinbindung von Bedeutung? 
 
Von OTA und Indometazin ist bekannt, daß beide Substanzen recht gut, aber  rever-
sibel an Serumproteine binden. In der Literatur angegebene Affinitäten von OTA für 
Albumine variieren je nach untersuchter Spezies: Die angegebenen Werte liegen im 





10-5 M für humanes Serumalbumin (Uchiyama und Saito, 1987) und 10-6 M für bovi-
nes Serumalbumin (Chu, 1971). Darüber hinaus wurde von Stojkovic et al. (1984) 
beschrieben, daß neben einer Bindung an Albumin offensichtlich eine spezifischere, 
höher affine Bindung an bislang nicht näher charakterisierte Proteine (Makromolekü-
le) in humanem und in Schweineplasma (Molekulargewicht ca. 20.000 Da) existiert: 
Assoziationskonstanten für die Bindung an diese Makromoleküle werden mit 2,3 x 
10-10 M bzw. 0,59 x 10-10 M angegeben. 
Dies bedeutet für den Mikrokernassay, der ja in Anwesenheit von 10 % FCS im Kul-
turmedium durchgeführt wurde (Degen et al., 1997), daß wahrscheinlich nur ein 
Bruchteil der nominell eingesetzten OTA Konzentration in die Zellen eindringen und 
dort genotoxisch wirken kann, weil die an verschiedene Plasmaproteine gebundenen 
Anteile des OTA nicht von den Zellen aufgenommen werden. 
 
Auch Indometazin kann vergleichsweise gut an Serumproteine binden: Ekman et al. 
(1980) geben die Dissoziationskonstanten für 3 Bindungsstellen des INDO an huma-
nes Serumalbumin mit 1,5 – 2,1 x 10-6 M, 3,5 x 10-5 M bzw. 5,5 x 10-4 M an.  
Die Annahme, daß INDO das an Serumproteine gebundene OTA aus seiner Bindung 
zu drängen vermag, ist vor diesem Hintergrund plausibel. Bei einem entsprechenden 
Zusatz von INDO würde damit mehr freies, also von Zellen aufnehmbares OTA vor-
liegen, und dies könnte den verstärkenden Effekt auf die Genotoxizität in vitro (De-
gen et al., 1997) erklären.  
 
Um diese Hypothese auch zu belegen, wurden Bindungsstudien mit radioaktiv mar-
kiertem OTA bzw. Indometazin unter Bedingungen, wie sie im Mikrokernassay rele-
vant waren, durchgeführt: In zellfreiem Medium mit hohem (10%) oder niedrigem (2,5 
%) FCS-Gehalt wurden OTA bzw. Indometazin inkubiert und untersucht, inwieweit 
die andere Substanz die erstere aus der Bindung zu drängen vermag. Dazu wurde 
die Methode der Ultrafiltration eingesetzt, und der Anteil ungebundener Substanz im 
Ultrafiltrat per LSC bestimmt. Die Ultrafiltration mit einer Trennmembran der Poren-
größe 10.000 Da wurde durchgeführt, da Stojkovic et al. (1984) Daten über eine 
OTA-bindende (Serum-) Komponente mit dem Molekulargewicht 20.000 Da publiziert 
hatten. Die gewählte Membran konnte somit eine Aufnahme gebundenen  






Wie die Abbildung 37 zeigt, liegt der Anteil an freiem OTA bei hoher Serumkonzent-
ration (10 % FCS) im Kulturmedium sehr viel niedriger als bei Einsatz niedrigerer Se-
rumproteinmengen (2,5 % FCS). Es muß, um die gleiche Konzentration an freiem 
OTA einzustellen, bei hoher FCS-Konzentration im Medium etwa 2 – 3 mal soviel 
Mykotoxin zugesetzt werden wie in Medium mit geringem Gehalt an FCS.  
Dies deckt sich sehr gut mit Befunden von Zytotoxizitätstesten mit OSV-Zellen (vgl. 
Abbildung 26): Hier war die nominelle Konzentration an OTA, die zu 50 % Zytotoxizi-
tät führte, bei 10 % FCS im Medium ca. 2 – 3 mal so hoch wie in Medium mit 2,5 % 
FCS. Diese Befunde bestätigen, daß primär der Anteil an freiem OTA für die Wirkung 
auf die Zellen verantwortlich ist. In Zytotoxitätstests mit anderen Zellen bewirkte ein 
Zusatz von bovinem Serum-Albumin (BSA) im Medium ebenfalls deutliche Verschie-
bungen in den Konzentrations-Effekt-Beziehungen (Bruinink und Sidler, 1997) 
 
In einer zweiten Versuchsreihe wurde untersucht, ob Indometazin das Mykotoxin aus 
seiner Bindung an Serumproteine (FCS) herausdrängt. Die Ergebnisse (siehe Abbil-
dungen 38 und 39) zeigten folgendes: Bei hoher Serumkonzentration konnte ein 50 
µM INDO-Zusatz zum Inkubationsansatz, der OTA in unterschiedlichen Mengen ent-
hielt, das Mykotoxin bei 5 µM und 20 µM OTA signifikant (p ≤ 0,05 bzw. p ≤ 0,01) aus 
seiner Bindung an Serumproteine verdrängen. Dieser Effekt zeigte sich noch deutli-
cher, wenn man den Versuch bei einer niedrigeren Serumkonzentration durchführte: 
Hier konnte INDO (50 µM) das OTA in allen Prüfkonzentrationen signifikant aus der 
Bindung drängen (Abbildung 39). 
 
Umgekehrt wird auch in den Untersuchungen zur Bindung von radioaktiv markiertem 
INDO an Serumproteine ein deutlicher Einfluß des FCS-Anteils im Kulturmedium auf 
die freie Konzentration an INDO erkennbar (Abbildung 40). Wie erwartet liegt auch 
hier bei bei 2,5 % FCS ein höherer INDO-Anteil in freier Form vor als bei 10 % FCS: 
Um die gleiche Endkonzentration an freiem INDO zu erhalten, muß bei hohem Se-
rumgehalt im Medium etwa doppelt soviel INDO zugesetzt werden. 
Ferner wurde geprüft, inwieweit OTA das INDO aus seiner Bindung an Serumprotei-
ne zu drängen vermag:  Bei 10 % FCS im Medium war keine wirksame Verdrängung 
von Indometazin durch die eingesetzten OTA-Konzentrationen festzustellen (Abbil-





INDO aus der Serumproteinbindung nachweisbar, und zwar umso deutlicher, je mehr 
OTA im Ansatz war (Abbildung 42). 
 
Insgesamt belegen die Versuche folgendes: 
 
INDO konkurriert mit OTA um Bindung an Serumproteine und kann das Mykotoxin 
aus dieser Bindung verdrängen. Infolge dessen erhöht sich im Medium der Anteil an 
freiem OTA. Bei der Steilheit der Dosis-Wirkungs-Kurve für OTA im Mikronukleus-
Assay kann Verdrängung aus Serumbindung durch INDO daher zumindest einen Teil 
der beobachteten Wirkungsverstärkung erklären.  
 
Eine Übertragung der in vitro Befunde auf die in vivo Situation ist sehr schwierig: 
Zum einen beträgt die Serumproteinmenge im Zellkulturmedium nur 0,042 % (bei 2,5 
% FCS) bzw. 0,14 % (bei 10 % FCS) dessen, was in humanem Blutplasma vorliegt 
(40 g/L). Zum anderen sind unterschiedliche Affinitäten von OTA / INDO zu Protein-
komponenten im Serum beider Spezies (Mensch, Kalb) wahrscheinlich (siehe oben). 
Bei welchen Konzentrationsverhältnissen und in welchem Umfang Indometazin das 
Mykotoxin in vivo aus einer Proteinbindung verdrängt, ist daher nicht ohne weiteres 
abzuschätzen. Für diese Möglichkeit sprechen ältere Studien (Galtier et al., 1980) mit 
sauren Pharmaka wie Phenylbutazon: Es verdrängt OTA aus seiner Bindung an 
Schweinealbumin, und Phenylbutazon-Gabe an männliche Ratten verstärkt die akute 
Toxizität von OTA deutlich (LD50 21 mg/kg bei Kombination mit INDO bzw. 33 mg/kg 
für OTA allein). 
 
 
5.6  Genotoxizität von OTA und OTA-Analoga bei unterschiedli- 
 chen Serumgehalten in Zellkultur - und Modulation durch  
 Indometazin 
 
Im Rahmen der Aufgabenstellung interessierte primär die Frage, ob eine Verdrän-
gung von OTA aus der Bindung an Serumproteine durch INDO die von Degen et al. 
(1997) beschriebenen Effekte in Zellkultur hinreichend erklärt. In dem Fall würde man 
erwarten, daß im Mikronukleus-Assay unter serumfreien Bedingungen die Genotoxi-





Um dieser Frage nachgehen zu können, waren zunächst adäquate experimentelle 
Rahmenbedingungen zu wählen. Dazu wurden in Vorversuchen in serumfreiem Me-
dium in Gegenwart von INDO die OTA-Konzentrationen ermittelt, die bei 24 h Ein-
wirkzeit im Neutralrot-Assay noch keine zu hohe Zytotoxizität zeigten. Der IC 20 Wert 
für OTA lag bei 100 nM in Gegenwart von 10 µM Indometazin und bei 79 nM in Ge-
genwart von 30 µM Indometazin. Entsprechende IC 50 Werte lagen bei 570 nM bzw. 
280 nM OTA (in Kombination mit INDO 10 µM bzw. 30 µM). 
Unter Orientierung am Zytotoxizitätstest wurde OTA dann im Mikronukleus-Assay in 
serumfreiem Medium für 6 h in Konzentrationen von 0,1; 1 und 3 µM eingesetzt: Es 
zeigte sich, daß OTA eine konzentrationsabhängige Erhöhung der Mikrokernrate ge-
genüber der Lösemittelkontrolle bewirkte. Wie erwartet wirkten unter diesen (serum-
freien) Bedingungen schon deutlich geringere Konzentrationen genotoxisch als in 
früheren Untersuchungen mit serumhaltigem Medium. 
Ein Indometazin-Einfluß auf die Induktion von Mikronuklei durch OTA wurde mit fol-
gendem Ergebnis untersucht: Bei 0,1 und 1 µM OTA zeigten sich Erhöhungen der 
Mikrokernrate bei Indometazin-Zusatz, während mit der höheren OTA-Konzentration 
in Kombination mit INDO (10 oder 30 µM) schon Toxizitätseffekte auftraten (Abbil-
dung 28). 
 
Offensichtlich war, anders als zunächst vermutet, Indometazin auch unter serumfrei-
en Bedingungen in der Lage, die Genotoxizität von OTA zu verstärken. Da dieser 
Effekt hier aber nicht auf einer Verdrängungsreaktion aus einer Bindung an (extrazel-
luläre) Proteine des Kulturmediums beruhen kann, muß nach anderen Erklärungen 
gesucht werden. Eine mögliche Erklärung wäre, daß es - neben der in der vorliegen-
den Arbeit schon gezeigten Konkurrenz um Bindung an extrazelluläre Proteine - 
auch zur Verdrängung von OTA durch Indometazin aus einer intrazellulären Prote-
inbindung kommt.  
 
Diese Interpretation unseres Ergebnisses wird von kürzlich publizierten Befunden 
anderer gestützt: So konnten Schwerdt et al. (1999) mit Hilfe von Western Blot Ana-
lysen verschiedene intrazelluläre Proteine in Rattenorganen bzw. Zelllinien detektie-
ren, an die OTA zu binden vermag. Die OTA-bindenden Proteine haben Molekular-
gewichte zwischen 25 bis 60 kDa; ihre Identität ist noch nicht bekannt. In Bindungs-





fanden Heussner et al. (2002) Evidenz für (zumindest) eine homogene Komponente 
mit einer spezifischen und sättigbaren OTA-Bindung. In Kompetitionsexperimenten 
mit organischen Anionen, u.a. mit Indometazin, zeigten sich distinkte (spezies- und 
geschlechtsspezifische) Muster: Sie sprechen nach Ansicht der Autoren dafür, daß 
es sich bei der (low affinity, high capacity) Bindungskomponente vermutlich nicht um 
Transportproteine für OTA handelt, sondern um ein neues, bislang nicht identifizier-
tes, cytosolisches Protein.  
Die Ergebnisse von Heussner et al. (2002) sprechen ferner dafür, daß OTA aus einer 
intrazellulären Proteinbindung von INDO verdrängt werden kann. Dies würde wieder-
um unseren im Mikrokern-Assay unter serumfreien Bedingungen beobachteten ver-
stärkenden Effekt erklären. 
Eine andere Deutung des Kombinationseffektes (OTA plus INDO ist gentoxischer als 
OTA allein) wird im Ausblick (Abschnitt 5.7) diskutiert.  
 
Weitere Mikrokern-Assays mit dem OTA-Derivat OTB und dem OTA-Metaboliten OT 
alpha dienten einer Abrundung der Datenlage zur Genotoxizität von OTA-Analoga.  
Diese Experimente wurden in Zellkulturmedium mit 10% FCS und mit ähnlichen Kon-
zentrationen wie bei Degen et al. (1997) beschrieben durchgeführt, um die neuen 
Befunde mit den bereits publizierten Daten für OTA vergleichen zu können.  
Abbildung 24 zeigt das Ergebnis des Mikrokern-Assay in OSV-Zellen mit OTB: Ab 12 
µM OTB erhöhte sich die Mikrokernrate 2,4-fach gegenüber der Kontrolle. Anders als 
mit OTA fand sich für Mikrokerninduktion durch OTB keine so deutliche Konzentrati-
ons-Effekt-Beziehung (2,8-fache Erhöhung für 18 und 24 µM OTB). Dies ist nicht auf 
Toxizität zurückzuführen, denn der Anteil binukleärer Zellen war nicht maßgeblich 
reduziert. Überdies läßt sich feststellen, daß OTB bei Einsatz vergleichbarer Kon-
zentrationen deutlich weniger Mikrokerne induzierte als zuvor OTA (vgl. Abbildung 3), 
also geringere genotoxische Wirkung zeigt. Indometazin (10 oder 30 µM) in Kombi-
nation mit OTB (18 und 24 µM) bewirkte eine leichte Steigerung der Mikrokernrate; 
der „Verstärkereffekt“ war aber deutlich geringer als der für OTA beobachtete.  
Die Bindung von OTB an Serumproteine wird als nicht so affin beschrieben wie für 
OTA (Hagelberg und Hult, 1989). Vermutlich liegen im Zellkulturmedium bereits hö-
here Anteile an freiem OTB vor, und Verdrängung aus der Proteinbindung durch 
INDO spielt dann eine geringere Rolle als bei OTA. Eine weniger ausgeprägte Bin-





schnelleren Elimination (Li et al., 1997). Eine günstigere Kinetik von OTB wird wie-
derum zu der geringen Toxizität in vivo (Doster et al., 1972; 1974) beitragen.  
 
OT alpha (60 bis 180 µM) induzierte, in zehnfach höherer Konzentration als OTA und 
OTB, keine erhöhte Mikrokernrate. Auch ein Zusatz von 50 µM INDO bewirkte keine 
Steigerung der Mikrokern-Rate gegenüber den Kontrollen. Bis zur höchsten einge-
setzten OT alpha Konzentration (180 µM) wurde keine Toxizität (geringerer Anteil 
binukleärer Zellen) beobachtet. 
OT alpha zeigte allerdings in einem anderen Test ein schwaches genotoxisches Po-
tential: Es induzierte Schwester-Chromatid-Austausche in epithelialen Zellen der 
Schweineharnblase, aber nur bei einer OT alpha Konzentration, die 100-fach höher 
war als eine in diesem Versuch wirksame OTA Konzentration (Föllmann et al., 1995). 
Generell gilt OT alpha aber als nicht toxischer Metabolit (IARC, 1993; WHO, 2001). 
 
Hier wurde erstmals gezeigt, daß auch das dechlorinierte OTA-Derivat Mikrokerne 
induziert, OTB also ein genotoxisches Potential aufweist. Die Wirkung von OTB in 
OSV-Zellen ist aber nicht so ausgeprägt wie die von OTA. Ein Indometazin-Zusatz 
zum Mikrokern-Assay verstärkte die genotoxische Wirkung von OTB, jedoch eben-
falls nicht in dem Ausmaß wie dies für OTA beobachtet wurde. Für OT alpha war im 
Mikronukleus-Assay kein genotoxisches Potential nachweisbar; ein Befund in Ein-
klang mit der Sicht dieses OTA-Metaboliten als Detoxifizierungsprodukt. 
 
 
5.7 Bedeutung der Ergebnisse und Ausblick  
 
Der für Ochratoxin A (OTA) in Zellkultur erhobene Ausgangsbefund lautete: 
 
"OTA plus Indometazin ist genotoxischer als OTA allein". 
 
Zur Deutung dieses Befundes sind drei Hypothesen aufgestellt und untersucht wor-
den. Vor dem Hintergrund kontroverser Positionen zur Rolle des Metabolismus für 
genotoxische Effekte von OTA sind die experimentellen Befunde aber auch darüber 






• Die von einigen Autoren (siehe oben, Abschnitt 5.2) postulierte peroxidative 
Bioaktivierung des Mykotoxins kann aufgrund der negativen Resultate unserer 
Studien zur Umsetzung von OTA mit PHS und HRP nicht bestätigt werden.  
• Ferner kann die Hypothese einer Detoxifizierung des Mykotoxins durch PHS 
(oder andere Enzyme in OSV-Zellen) verworfen werden (Hypothese # 1).  
 
Modulierenden Einflüssen von NSAIDs wie Indometazin  (INDO) und Aspirin auf ge-
notoxische Effekte von OTA in vitro (Induktion von Mikronuklei) oder in vivo (DNA-
Modifikationen) liegen daher andere Wirkungsmechanismen zugrunde.  
 
• Der im Mikrokerntest beobachtete Verstärkereffekt bei Kombination OTA und 
INDO konnte nicht auf Verschiebungen im intrazellulären pH-Wert von OSV Zel-
len zurückgeführt werden (Hypothese # 2).  
• Dagegen spricht viel für Hypothese # 3, nämlich eine Verdrängung des Mykoto-
xins aus seiner Bindung an Serumproteine und/oder intrazelluläre Proteine durch 
INDO, als Erklärung unseres Ausgangsbefundes. Eine analoge, wenn auch ge-
ringer ausgeprägte Verstärkung der Genotoxizität von OTB durch INDO stützt 
diese Deutung.  
 
Wie die in vitro Studien ferner gezeigt haben, stellen bereits Untersuchungen zu 
Kombinationseffekten in Zellkultur und ihre mechanistische Ausdeutung insgesamt 
keine leichte Aufgabe dar. Dabei ist diese Situation noch überschaubarer als in vivo, 
wo noch mögliche Interaktionen bei kinetischen Prozessen wie Resorption und Elimi-
nation berücksichtigt werden müssen. Die Modulation eines bestimmten Endpunkts 
bei kombinierter Einwirkung zweier Stoffe in vivo eignet sich daher nur bedingt als 
Basis für eine mechanistische Interpretation. Dies wurde bereits am Beispiel der 
Minderung von OTA-induzierten „DNA-Addukten“ bei Gabe von INDO oder Aspirin 
diskutiert (vgl. Abschnitt 5.2). 
 
In dem in Abschnitt 5.1 dargestellten Dissens steckte bereits die Frage nach dem 






Handelt es sich um DNA-Modifikationen, die (nicht durch reaktive OTA-
Metabolite sondern) über OTA-induzierten oxidativen Stress entstehen? Wenn 
ja, würden NSAIDs und Antioxidantien dann nicht auch „protektiv“ wirken? 
 
In diesem Kontext steht auch Hypothese # 4 (siehe unten), die hier nach Abschluss 
der experimentellen Arbeiten und mit Blick auf einige in jüngster Zeit publizierte Er-
gebnisse aufgestellt wird und neue Perspektiven zur Deutung der beschriebenen 
Kombinationseffekte in vivo und in vitro eröffnet.  
 
Wie jüngst gezeigt, führt OTA-Behandlung bei Ratten zum Anstieg biologischer Mar-
ker, die mit oxidativem Stress assoziiert werden (Gautier et al., 2001b). Man weiß 
auch, daß OTA in vitro intrazelluläre Ca2+-Konzentrationen beeinflussen (Dopp et al., 
1999), mitochondriale Dysfunktion auslösen (Aleo et al., 1991) und Lipidperoxidation 
fördern kann (Rahimtula et al., 1988; Omar et al., 1990). Beide, sowohl reaktive Sau-
erstoff-Spezies (ROS) als auch Lipidperoxidationsprodukte (Malondialdehyd, MDA 
und 4-Hydroxy-Nonenal, HNE) können zu DNA-Schäden führen (Marnett, 2000). 
Zum einen wirken Aspirin und INDO antientzündlich und hemmen Enzyme, die u.a. 
ROS und MDA generieren (Marnett, 1992), und offenbar wirkt Aspirin oxidativem 
Stress entgegen (Steinberg et al., 2002). Andererseits wurden kürzlich nach hohen 
Dosen auch INDO-induzierte mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress be-
schrieben (Basivireddy et al., 2002). 
Vor diesem Hintergrund sind gleichgerichtete oder unabhängige Wirkungen für OTA 
und INDO denkbar, aus denen Kombinationseffekte resultieren, die antagonistischer 
oder synergistischer Natur sein können. Die Ausprägungen werden auch von den 
jeweiligen Konzentrationen in Zielzellen abhängen.  
 
Hypothese # 4 lautet also: OTA schädigt das Erbgut auf indirektem Weg, d.h. über 
Prozesse, die zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (und deren Sekundärproduk-
ten) führen. Implizit heißt dies auch: Genotoxische Effekte des Mykotoxins können 
durch eine Reihe von Substanzen moduliert werden, die an verschiedenen Stellen 
(verstärkend oder hemmend) eingreifen. 
 
Als Möglichkeiten zur besseren Identifizierung der OTA-induzierten zellulären Läsio-





Einwirkung von OTA bzw. Agentien, die oxidativen Stress erzeugen, und andere, 
neue Analysenmethoden zum Nachweis oxidativer DNA-Schäden. Künftige Studien 
sollten ferner darauf zielen, den primären zellulären Angriffspunkt von OTA zu identi-
fizieren (Wirkungsmechanismus) sowie Dosis-Wirkungs-Zusammenhänge im Nied-
rig-Dosis-Bereich und deren Modulation zu untersuchen.  
Der Wirkungsmechanismus von OTA ist nicht allein von akademischem Interesse, 
sondern in Hinblick auf einen möglichen Schwellenwert auch bewertungsrelevant 
(Degen, 2000). 
 
¾ Welche Rolle spielt Zytotoxizität für genotoxische Effekte von OTA? und 
¾ Wie gut werden OTA-induzierte Schäden repariert? 
 
sind weitere, in diesem Kontext interessierende Fragen. Aspekte wie DNA-Reparatur 
sind daher in neuerer Zeit bei OTA-Untersuchungen auch stärker in den Blickpunkt 








Ochratoxin A (OTA) ist ein als Nahrungskontaminante bedeutsames Mykotoxin. OTA 
kann bei Mensch und Tier adverse Effekte wie Nephrotoxizität, Immunotoxizität und 
Teratogenität hervorrufen. Es ist kanzerogen in Nagern und gilt als "possibly carcino-
genic to humans" (Einstufung in die Gruppe 2B durch die IARC 1993).  
Zu Beginn dieser Dissertation war ein genotoxisches Potential für OTA bekannt, je-
doch noch nicht hinreichend charakterisiert. Kontrovers diskutiert wurde überdies die 
Bedeutung des Metabolismus von OTA für seine genotoxischen Wirkungen. Von ei-
nigen Gruppen wurde und wird eine Metabolisierung von OTA durch Cytochrom 
P450 Isoenzyme bzw. eine peroxidative Umsetzung durch Prostaglandin H Synthase 
(PHS) im Sinne einer Bioaktivierung diskutiert. Ausgehend von Befunden zur Mikro-
kerninduktion durch OTA in OSV-Zellen (Schafsamenblasenzellen, die CYP-
defizient, jedoch PHS-kompetent sind) und einer Verstärkung der Genotoxizität bei 
Zusatz des PHS-Inhibitors Indometazin (INDO) sind im Rahmen dieser Arbeit ver-
schiedene Ansätze zur Erklärung dieses von Degen et al. (1997) publizierten Ergeb-
nisses geprüft und weitere Daten zur Genotoxizität erhoben worden. So wurde OTA 
in vitro mit mikrosomaler PHS und einer weiteren Peroxidase (HRP) sowie mit OSV-
Zellen inkubiert und mittels HLPC und Radioaktivitätsdetektion nach entstandenen 
Metaboliten gesucht. Ferner wurden Einflüsse von OTA bzw. INDO auf den intrazel-
lulären pH-Wert und eine gegenseitige Verdrängung der Substanzen aus der Serum-
proteinbindung analysiert sowie zwei OTA Derivate im Mikrokerntest auf ihr genoto-
xisches Potential hin untersucht. 
Die wesentlichen Ergebnisse und Schlußfolgerungen sind folgende:  
 
• Experimente mit HRP, mikrosomalem PHS-Enzym oder OSV-Zellen lieferten 
keine Hinweise für eine peroxidative Umsetzung von OTA, weder im Sinne einer 
metabolischen Aktivierung (keine Zunahme proteingebundener Radioaktivität 
nachweisbar), noch als detoxifizierende Metabolisierung (keine Zunahme von OT 
alpha, OTB oder neuen Metaboliten nachweisbar). 
• Unter den für die Mikrokern-Befunde relevanten Versuchsbedingungen waren 





lären pH-Wert von OSV-Zellen nachweisbar, die eine erhöhte Retention und da-
mit verstärkte Genotoxizität von OTA in den Zellen erklären würden.  
• INDO konkurriert offenbar mit OTA um die Bindung an Serumproteine (im Zellkul-
turmedium) und kann das Mykotoxin aus dieser Bindung verdrängen. Infolge 
dessen erhöht sich im Kulturmedium der Anteil an freiem OTA. Bei der Steilheit 
der Dosis-Wirkungs-Kurve für OTA im Mikronukleus-Assay kann seine Verdrän-
gung aus der Serumbindung durch INDO daher zumindest wesentliche Teile der 
beobachteten Wirkungsverstärkung erklären. 
• Interessanterweise verstärkte INDO auch unter serumfreien Bedingungen die 
Mikrokerninduktion durch OTA. Der Effekt ist hier nicht mit einer Konkurrenz um 
Bindung an (extrazelluläre) Proteine des Kulturmediums zu erklären und beruht 
vermutlich auf einer Verdrängung von OTA durch INDO aus einer intrazellulären 
Proteinbindung. 
• Erstmals wurde gezeigt, daß auch OTB Mikrokerne induziert, das dechlorierte 
OTA-Derivat also ein genotoxisches Potential aufweist. Seine Wirkung in OSV-
Zellen ist aber nicht so ausgeprägt wie die von OTA. INDO-Zusatz verstärkte die 
genotoxische Wirkung von OTB im Mikrokern-Assay, doch nicht in dem Ausmaß, 
wie dies für OTA beobachtet wurde. Für OT alpha war im Mikronukleus-Assay 
kein genotoxisches Potential nachweisbar. 
• Insgesamt sprechen die Befunde dafür, daß nicht OTA-Metabolite, sondern das 
Mykotoxin selbst genotoxische Effekte auslöst. Möglicherweise schädigt OTA 
das Erbgut auf indirektem Weg, z.B. über Prozesse, die zur Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies (und deren Sekundärprodukten) führen. Implizit heißt dies 
auch: Genotoxische Effekte des Mykotoxins können durch eine Reihe von Sub-
stanzen moduliert werden, die an verschiedenen Stellen (verstärkend oder hem-
mend) eingreifen. Diese Hypothese eröffnet neue Möglichkeiten für künftige Un-
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Abb. 43:  Typische Spektren von (A) 6,50 mM OTA, (B) 13,65 mM OTB und (C) 












































Abb. 44: Verdrängung von OTA (in unterschiedlichen Konzentrationen) durch In-
dometazin (50 µM) aus der Bindung an Serumproteine des Zellkulturme-
diums. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD aus jeweils triplikaten Ansät-
zen bei 2,5 % FCS im Medium 
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Abb. 45: Verdrängung von Indometazin (in unterschiedlichen Konzentrationen) 
durch OTA (5 bzw. 30 µM) aus der Bindung an Proteine des Zellkulturme-
diums. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD aus jeweils triplikaten Ansät-
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